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INTRODUCCIÓN	  GENERAL	  
1.	  Esteroides	  en	  la	  Naturaleza	  
Los	  esteroides	   son	  un	  amplio	   grupo	  de	   compuestos	  orgánicos	  de	  gran	   interés	  biológico,	  
medioambiental	   e	   industrial,	   que	   se	   encuentran	   ampliamente	   distribuidos	   en	   la	  
Naturaleza.	  	  
Los	  compuestos	  esteroideos	  comparten	  una	  estructura	  común	  derivada	  del	  ciclopentano-­‐
perhidrofenantreno	   (Fig.	   1A).	   Se	   trata	   de	   una	   estructura	   policíclica	   formada	   por	   3	  
ciclohexanos	   (anillos	   A,	   B	   y	   C)	   y	   un	   ciclopentano	   (anillo	   D).	   Los	   derivados	   de	   esta	  
estructura	  básica,	  constituida	  por	  17	  átomos	  de	  carbono,	  pueden	  presentan	  multitud	  de	  
modificaciones	  estructurales	  diferentes,	   lo	  cual	  origina	  la	  gran	  variabilidad	  de	  esteroides.	  
Las	   modificaciones	   más	   importantes	   son:	   diferente	   grado	   de	   saturación	   de	   los	   anillos,	  
metilación	   en	   las	   posiciones	   C10	   y	   C13	   (que	   representan	   los	   carbonos	   C18	   y	   C19),	  
presencia	  de	  un	  grupo	  hidroxilo	  o	   carbonilo	  en	  C3,	  o	   la	  presencia	  de	  una	  cadena	   lateral	  
alifática	  en	  C17	  (JCBN,	  1989).	  La	  longitud	  de	  dicha	  cadena	  lateral,	  así	  como	  la	  presencia	  de	  
diferentes	   grupos	   funcionales	   (en	   configuración	   α	   o	   β),	   determinan	   las	   características	  
biológicas,	  químicas	  y	  fisiológicas	  propias	  de	  cada	  esteroide.	  	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  1.	  
A.	   Representación	   esquemática	   del	   sistema	   de	   anillos	   del	   ciclopentanoperhidrofenantreno.	   Se	  
indican	  la	  nomenclatura	  de	  anillos	  y	  la	  numeración	  de	  los	  carbonos.	  	  
B.	   Representación	   esquemática	   de	   la	   molécula	   de	   colesterol.	   Se	   indica	   la	   numeración	   de	   los	  
carbonos.	   Los	   sustituyentes	   en	   configuración	   α	   se	   representan	   con	   líneas	   discontinuas,	   y	   los	  
sustituyentes	  en	  configuración	  β	  con	  líneas	  sólidas.	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Los	  esteroles	  son	  un	  tipo	  de	  compuestos	  esteroideos	  que	  presentan	  un	  grupo	  hidroxilo	  en	  
posición	  C3.	  En	  organismos	  eucariotas,	  los	  esteroles	  como	  el	  colesterol	  son	  constituyentes	  
fundamentales	   de	   las	   membranas	   celulares,	   a	   las	   cuales	   confieren	   estabilidad	   e	  
impermeabilidad	   (Nelson	   et	   al.,	   2008).	   Así	   mismo,	   son	   precursores	   de	   multitud	   de	  
compuestos	   con	   actividades	   específicas	   que	   afectan	   a	   un	   gran	   número	   de	   procesos	  
celulares,	   algunos	   de	   ellos	   tan	   esenciales	   como	   la	   proliferación	   celular,	   control	   de	   ciclo	  
celular,	   mecanismos	   básicos	   de	   reconocimiento	   intercelular,	   etc.	   (Majewska,	   2007).	   Se	  
han	  caracterizado	  esteroles	  de	  origen	  natural	  en	  plantas,	  hongos	  y	  animales.	  En	  el	  caso	  de	  
las	   plantas,	   también	   conocidos	   como	   fitoesteroles,	   destacan	   por	   su	   abundancia	   el	   β-­‐
sitosterol,	   el	   campesterol	   y	   el	   estigmasterol	   (Law,	   2000).	   En	   cuanto	   a	   los	   hongos,	   el	  
ergosterol	   es	   el	   esterol	   principal,	   y	   puede	   ser	   usado	   como	   indicador	   de	   contaminación	  
fúngica	   (Parsi	   &	   Górecki,	   2006).	   En	   los	   animales,	   el	   colesterol	   es	   el	   principal	   esterol	  
sintetizado	  (Danielsson	  &	  Sjövall,	  1985).	  	  
En	  lo	  referente	  a	  los	  organismos	  procariotas,	  se	  han	  descrito	  muy	  pocos	  casos	  en	  los	  que	  
se	   encuentren	   evidencias	   de	   la	   síntesis	   de	   esteroides,	   como	   por	   ejemplo	   en	   algunas	  
micobacterias	   (Lamb	   et	   al.,	   1998),	   aunque	   la	   funcionalidad	   de	   estos	   esteroides	  
sintetizados	   en	   bacterias	   todavía	   no	   se	   conoce.	   Sin	   embargo,	   los	   esteroides	   pueden	   ser	  
degradados	   por	   algunas	   bacterias	   capaces	   de	   utilizarlos	   como	   fuente	   de	   energía	   y	   de	  
carbono	  para	  su	  crecimiento	  (ver	  apartado	  3).	  
	  
2.	  El	  colesterol	  y	  sus	  derivados.	  Impacto	  ambiental	  e	  industrial	  
El	   colesterol	   es	   un	   alcohol	   policíclico	   de	   27	   átomos	   de	   carbono	   (Fig.	   1B),	   con	   un	   grupo	  
hidroxilo	  en	  posición	  C3	  (configuración	  β).	  Se	  trata	  de	  una	  de	  las	  moléculas	  biológicas	  más	  
estudiadas	  debido	  a	  que	  es	  un	  componente	  esencial	  de	  todos	  los	  tejidos	  animales	  (Bloch,	  
1965).	   El	   colesterol	   es	   una	   de	   las	   moléculas	   más	   ampliamente	   distribuidas	   en	   la	  
naturaleza,	  en	  donde	  se	  encuentra	   formando	  parte	  de	   las	  membranas	  celulares	   (Lutton,	  
1991),	   como	   ya	   se	   ha	   comentado	   previamente.	   Abunda	   especialmente	   en	   el	   tejido	  
nervioso	  y	  en	  el	  plasma	   formando	  parte	  de	   las	   lipoproteínas	   (Bloch,	  1965;	  Tabas,	  2002).	  
Además,	  esta	  molécula	  posee	  una	  enorme	  importancia	  metabólica,	  ya	  que	  es	  el	  precursor	  
inmediato	  de	  un	  gran	  número	  de	  sustancias	  tales	  como	  vitaminas,	  hormonas	  esteroídicas	  
y	  ácidos	  biliares	  (Bjorkhem	  &	  Meaney,	  2004;	  Miller,	  1988).	  
El	   colesterol	   del	   organismo	   procede	   del	   que	   se	   toma	   con	   los	   alimentos	   de	   la	   dieta,	   así	  
como	   del	   sintetizado	   por	   todos	   los	   tejidos	   del	   cuerpo.	   La	   síntesis	   de	   colesterol	   es	  
particularmente	   activa	   en	   el	   hígado,	   corteza	   renal,	   piel,	   intestino	   y	   en	   la	   aorta	   (Bloch,	  
1965).	   Dado	   que	   la	   cantidad	   total	   de	   colesterol	   (suma	   del	   absorbido	   y	   del	   sintetizado)	  
sobrepasa	  la	  cantidad	  requerida	  por	  el	  organismo	  para	  atender	  al	  normal	  funcionamiento	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celular,	  parte	  de	  ese	  colesterol	  ha	  de	  ser	  eliminado.	  Debido	  a	  que	  los	  mamíferos	  carecen	  
de	   las	   enzimas	   necesarias	   para	   degradar	   el	   núcleo	   del	   colesterol,	   éste	   es	   excretado	   tal	  
cual,	   con	   pequeñas	   modificaciones	   estructurales	   o	   bien	   transformado	   en	   otros	  
compuestos	   esteroideos	   (ácidos	   biliares	   u	   hormonas	   esteroideas)	   (Bjorkhem	  &	  Meaney,	  
2004).	  
El	   colesterol	   también	   es	   un	   compuesto	   popularmente	   conocido	   por	   los	   efectos	   nocivos	  
que	   causa	   su	   excesiva	   concentración	   en	   nuestro	   organismo	   y	   por	   las	   numerosas	  
estrategias	   que	   se	   han	  desarrollado	  para	   la	   prevención	  de	  dichos	   efectos	   a	   través	   de	   la	  
promoción	  y	  divulgación	  de	  las	  dietas	  bajas	  en	  colesterol	  (Denke,	  1995).	  	  
Por	   otro	   lado,	   muchos	   de	   los	   derivados	   del	   colesterol,	   o	   de	   los	   compuestos	   con	   él	  
relacionados,	   poseen	   un	   gran	   valor	   como	   intermediarios	   en	   la	   síntesis	   de	   esteroles	   y	  
esteroides	   de	   interés	   farmacológico	   (anticonceptivos,	   antiinflamatorios,	   anabolizantes,	  
etc.),	  por	   lo	  que	  durante	  décadas	   la	   industria	  químico-­‐farmacéutica	   les	  ha	  prestado	  gran	  
atención	  (Demain,	  1992;	  Sedlaczek,	  1988).	  
Así	  mismo,	   la	   industria	   cosmética	  ha	  mostrado	   interés	  en	  el	   colesterol	   y	  otros	  esteroles	  
para	   la	   elaboración	   de	   productos	   para	   el	   cuidado	   personal	   (cremas,	   champúes,	  
maquillajes,	  etc.)	  (Takada	  &	  Higaki,	  1983).	  
Como	  consecuencia	  de	  estos	  tratamientos	  farmacológicos	  y	  cosméticos	  seguidos	  por	  gran	  
número	   de	   personas,	   es	   muy	   frecuente	   la	   aparición	   de	   residuos	   esteroideos	   en	   los	  
efluentes	  municipales	  (Chang	  et	  al.,	  2011;	  Combalbert	  &	  Hernandez-­‐Raquet,	  2010).	  Por	  su	  
alto	   índice	   de	   persistencia,	   el	   colesterol	   y	   algunos	   de	   sus	   derivados	   primarios,	   como	   el	  
coprostanol,	   son	   ubicuos	   y	   se	   utilizan	   como	   biomarcadores	   de	   referencia	   en	   algunos	  
análisis	  de	  contaminación	  medioambiental	   (Veiga	  et	  al.,	  2005).	  Además,	  hay	  que	  señalar	  
que	   el	   colesterol	   es	   el	   principal	   componente	   de	   la	   lanolina,	   y	   éste	   y	   otros	   esteroles	  
relacionados	  son	  contaminantes	  naturales	  bastante	  resistentes	  al	  tratamiento	  anaeróbico	  
que	  se	  lleva	  a	  cabo	  sobre	  los	  efluentes	  procedentes	  del	  lavado	  industrial	  de	  la	  lana	  (Poole	  
&	   Cord-­‐Ruwisch,	   2004).	   Estos	   efluentes	   derivados	   del	   lavado	   de	   la	   lana	   están	  
expresamente	  reconocidos	  como	  altamente	  contaminantes	  por	  la	  legislación	  europea	  que	  
regula	  el	  impacto	  ambiental	  de	  los	  residuos	  industriales	  (Directiva	  85/377/CEE).	  
Por	   todo	   lo	   anteriormente	   expuesto,	   la	   creciente	   actividad	   industrial	   y	   humana	   ha	  
producido	  un	   incremento	  en	   la	  presencia	  de	  esteroides	  en	  el	  medio	  ambiente.	  Teniendo	  
en	   cuenta	   la	   naturaleza	   recalcitrante	   de	   estos	   compuestos,	   dada	   su	   gran	   estabilidad	  
estructural,	   la	   contaminación	   del	   suelo	   o	   el	   agua	   con	   esteroides	   supone	   una	   amenaza	  
biológica	  potencial	  para	  procesos	  vitales,	  como	  el	  desarrollo	  o	  reproducción,	  de	  los	  seres	  
vivos	   presentes	   en	   dichos	   hábitats	   (Nash	   et	   al.,	   2004).	   La	   degradación	   de	   esteroides	  
requiere	   rutas	   metabólicas	   específicas	   de	   algunas	   formas	   de	   vida,	   las	   cuales	   están	  
especializadas	   en	   la	   degradación	   de	   este	   tipo	   de	   compuestos;	   y,	   dado	   que	   no	   es	   tan	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común	  encontrar	  estos	  organismos	  en	  cualquier	  hábitat,	  el	   colesterol	  y	   sus	  derivados	  se	  
acumulan	  fácilmente	  en	  el	  medio.	  
	  
3.	  Degradación	  bacteriana	  del	  colesterol	  y	  otros	  esteroides	  
Como	   se	   ha	   comentado	   anteriormente,	   y	   a	   pesar	   de	   tratarse	   de	   moléculas	   muy	  
abundantes	  en	  la	  Naturaleza,	  el	  colesterol	  y	  sus	  derivados	  son	  relativamente	  resistentes	  a	  
la	  degradación.	  La	  condición	  recalcitrante	  de	  la	  molécula	  de	  colesterol	  puede	  ser	  atribuida	  
al	  bajo	  número	  de	  grupos	  funcionales	  que	  presenta	  (un	  grupo	  hidroxilo	  y	  un	  doble	  enlace),	  
a	  su	  baja	  solubilidad	  en	  agua	  (3	  x	  10-­‐8M)	  y	  a	  la	  complejidad	  de	  su	  conformación	  espacial.	  	  
La	   búsqueda	   de	  microorganismos	   capaces	   de	   degradar	   colesterol	   se	   inició	   hace	   ya	   100	  
años.	   Söhngen	   (Söhngen,	   1913)	   fue	   el	   primero	   en	   describir	   que	   varias	   especies	   de	  
Mycobacterium	   podían	   utilizar	   el	   colesterol	   como	   única	   fuente	   de	   carbono	   y	   energía.	  	  
Desde	  entonces,	  muchos	  otros	  autores	  han	  descrito	  la	  capacidad	  de	  especies	  microbianas	  
para	   degradar	   total	   o	   parcialmente	   el	   colesterol	   y	   otros	   esteroles,	   pertenecientes	   a	   los	  
géneros	  Nocardia,	  Arthrobacter,	  Bacillus,	  Brevibacterium,	  Corynebacterium,	  Streptomyces,	  
Microbacterium,	  Serratia,	  Achromobacter,	  Pseudomonas,	  o	  Protaminobacter,	   entre	  otras	  
(Arima	  et	  al.,	  1969;	  Brown	  &	  Peterson,	  1966;	  Chipley	  et	  al.,	  1975;	  Ferreira	  &	  Tracey,	  1984;	  
Martin,	  1977;	  Nagasawa	  et	  al.,	  1969;	  Tak,	  1942),	  si	  bien	  hay	  que	  señalar	  que	  muchas	  de	  
estas	  cepas	  hoy	  en	  día	  se	  clasifican	  de	  diferente	  manera.	  
Los	  diferentes	  estudios	  realizados	  sobre	  las	  rutas	  de	  degradación	  de	  diferentes	  esteroides	  
apuntan	   a	   una	   probable	   convergencia	   de	   éstas	   en	   intermediarios	   comunes,	   como	   4-­‐
androstadien-­‐3,17-­‐diona	   (AD)	   y	   1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona	   (ADD)	   (Horinouchi	   et	   al.,	  
2012),	   los	   cuales	   son	   ampliamente	   reconocidos	   por	   su	   aplicación	   en	   la	   síntesis	   de	  
intermediarios	  de	  interés	  farmacológico.	  	  
Sin	   embargo,	   muchas	   de	   las	   etapas	   enzimáticas	   responsables	   del	   catabolismo	   del	  
colesterol	  y	  otros	  esteroides	  aún	  no	  son	  conocidas,	  y	  no	  se	  ha	  descrito	  ninguna	  ruta	  que	  
permita	  la	  transformación	  completa	  del	  colesterol	  en	  CO2	  y	  H2O.	  
El	   conocimiento	   de	   las	   bases	   genéticas	   y	   bioquímicas	   de	   las	   rutas	   catabólicas	   de	   estos	  
compuestos	  podría	  permitir	  un	  uso	  racional	  de	   los	  procesos	  de	  síntesis	  de	  esteroides	  de	  
interés	   industrial,	   mediante	   la	   aportación	   de	   enzimas	   con	   nuevas	   propiedades	  
susceptibles	  de	  ser	  producidas,	  modificadas	  e	  incluso	  mejoradas	  gracias	  a	  la	  ingeniería	  de	  
proteínas.	  
Del	  mismo	  modo,	  la	  caracterización	  de	  las	  rutas	  de	  degradación	  de	  esteroles	  permitiría	  el	  
empleo	  de	  procedimientos	  de	   ingeniería	  metabólica	  para	   la	  modificación,	  el	   control	   y	   la	  
ampliación	  de	  las	  capacidades	  degradativas	  de	  diversas	  cepas	  bacterianas,	  con	  el	  fin	  de	  su	  
utilización	  como	  agentes	  biológicos	  descontaminantes	  y	  así	  paliar	  los	  problemas	  causados	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por	  la	  acumulación	  de	  esteroides.	  
Una	  vez	  conocidas	  estas	  rutas	  (y	  posteriormente	  modificadas),	  una	  de	  las	  aplicaciones	  más	  
interesantes	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  clínico	  sería	  el	  desarrollo	  de	  organismos	  probióticos	  
capaces	  de	  reducir	   los	  niveles	  de	  colesterol	  de	  los	  alimentos,	  como	  método	  preventivo	  o	  
tratamiento	  de	  hipercolesterolemias.	  
Así	  mismo,	  es	  importante	  destacar	  la	  relación	  encontrada	  entre	  los	  procesos	  de	  virulencia	  
en	   especies	   patógenas	   y	   la	   degradación	   del	   colesterol,	   como	   ocurre	   en	   el	   caso	   de	  
Mycobacterium	   tuberculosis	   y	  Rhodococcus	  equi	   (Brzostek	   et	  al.,	   2007;	  Hondalus,	  1997).	  
La	  degradación	  total	  o	  parcial	  del	  colesterol	  presente	  en	   las	  membranas	  celulares	  de	   los	  
organismos	  a	  los	  infectan,	  provoca	  una	  desestabilización	  de	  éstas,	  lo	  que	  facilita	  el	  acceso	  
del	  patógeno	  al	   interior	  celular	  o	  incluso	  puede	  provocar	  la	  lisis	  celular	  (Ahn	  &	  Sampson,	  
2004).	  Además,	  la	  degradación	  del	  colesterol	  es	  importante	  en	  la	  fase	  de	  infección	  y	  en	  la	  
persistencia	   de	   M.	   tuberculosis,	   el	   cual	   usa	   el	   colesterol	   del	   huésped	   como	   fuente	   de	  
carbono	  y	  energía	  (Ouellet	  et	  al.,	  2011).	  
	  
3.1.	  Ruta	  de	  degradación	  del	  colesterol	  
A	  pesar	  de	  que	  actualmente	  no	  se	  conoce	  la	  ruta	  de	  degradación	  completa	  del	  colesterol,	  
a	   partir	   de	   la	   combinación	   de	   diferentes	   estudios	   realizados	   con	   varias	   cepas	  
degradadoras	   de	   esteroles,	   se	   puede	   proponer	   una	   ruta	   hipotética	   para	   la	   degradación	  
aeróbica	  de	  este	  compuesto	  (García	  et	  al.,	  2012;	  Griffin	  et	  al.,	  2011;	  Thomas	  et	  al.,	  2011;	  
van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007;	  Yam	  &	  Okamoto,	  2011),	  si	  bien	  hay	  que	  decir	  las	  características	  
fisiológicas	  de	  muchas	  de	  las	  enzimas	  implicadas	  aún	  no	  están	  definidas.	  
Los	   dos	   eventos	   principales	   que	   suceden	   en	   el	   catabolismo	   de	   esteroles	   son	   la	  
degradación	  de	  la	  cadena	  lateral	  en	  C17	  y	  la	  ruptura	  del	  sistema	  de	  anillos	  (Fig.	  2	  y	  Fig.	  3),	  
los	   cuales	   pueden	   ocurrir	   simultáneamente	   (Capyk	   et	   al.,	   2011)	   o	   en	   un	   determinado	  
orden.	  Así	  por	  ejemplo,	  en	  el	  caso	  de	  Rhodococcus	  jostii	  RHA1,	  se	  produce	  en	  primer	  lugar	  
el	   ataque	  a	   la	   cadena	   lateral	   y	  posteriormente	  a	   la	   estructura	  de	   los	   anillos,	   si	   bien	  hay	  
evidencias	   de	   cierta	   simultaneidad	   de	   ambos	   procesos	   en	   aquellos	   esteroides	   con	   una	  
cadena	  lateral	  corta	  o	  parcialmente	  degradada	  (Rosłoniec	  et	  al.,	  2009).	  	  
	  
Generalmente	   se	   piensa	   que	   el	   primer	   paso	   de	   la	   ruta	   de	   degradación	   del	   colesterol	  
consiste	   en	   su	   transformación	   en	   4-­‐colesten-­‐3-­‐ona,	  mediante	   la	   oxidación	   de	   su	   grupo	  
hidroxilo	  en	  C3	  y	   la	  subsecuente	   isomerización	  del	  doble	  enlace	  de	  Δ5	  a	  Δ4	   (Fig	  3;	   (I-­‐III)).	  
Este	   paso	   está	   mediado	   por	   la	   acción	   de	   la	   enzima	   colesterol	   oxidasa	   o	   por	   la	   3β-­‐
hidroxiesteroide	   deshidrogenasa/isomerasa	   (3β-­‐Hsd),	   dependiendo	   del	   organismo.	   En	   el	  
caso	  de	  M.	  tuberculosis	  (Yang	  et	  al.,	  2007),	  se	  ha	  demostrado	  la	  implicación	  de	  3β-­‐Hsd	  en	  
el	  catabolismo	  del	  colesterol.	  En	  las	  especies	  del	  género	  Rhodococcus,	  este	  proceso	  se	  ha	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relacionado	  mayoritariamente	  con	  las	  colesterol	  oxidasas	  (Atrat	  et	  al.,	  1992;	  Navas	  et	  al.,	  
2001),	  aunque	  en	  el	  caso	  de	  R.	  jostii	  RHA1	  los	  roles	  fisiológicos	  de	  las	  colesterol	  oxidasas	  y	  
de	  3β-­‐Hsd	  aún	  no	  están	  del	  todo	  definidos	  (Rosłoniec	  et	  al.,	  2009).	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  2.	  Ruta	  propuesta	  de	  degradación	  de	   la	  cadena	  lateral	  del	  colesterol.	  Tras	   la	  conversión	  del	  
colesterol	  a	  colestenona	  por	  acción	  de	  la	  colesterol	  oxidasa,	  o	  incluso	  antes	  de	  que	  esta	  conversión	  
tenga	  lugar,	  Cyp125	  cataliza	  la	  oxidación	  en	  C26,	  lo	  que	  dispara	  la	  degradación	  de	  la	  cadena	  lateral	  
por	  un	  sistema	  parecido	  a	   la	  β-­‐oxidación.	  Se	  desconoce	   la	  sucesión	  de	  etapas	  enzimáticas	  de	  esta	  
ruta,	   así	   como	   la	   mayoría	   de	   los	   genes	   que	   codifican	   esas	   actividades.	   Las	   flechas	   discontinuas	  
representan	   varios	   pasos	   enzimáticos.	   Abreviaturas:	   ChoOx:	   colesterol	   oxidasa;	   3β-­‐Hsd:	   3β-­‐
hidroxiesteroide	  deshidrogenasa;	  FadA5:	  acetil-­‐CoA	  aciltransferasa	  (acetoacetil-­‐CoA	  tiolasa);	  KstD:	  3-­‐
cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasa;	  AD:	  4-­‐androsten-­‐3,17-­‐diona;	  ADD:	  1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona.	  
?
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La	  degradación	   de	   la	   cadena	   lateral	   del	   colesterol	   constituye	   un	   conjunto	   de	   procesos	  
oxidativos	  similares	  a	  la	  β-­‐oxidación	  de	  ácidos	  grasos,	  rindiendo	  compuestos	  de	  19	  átomos	  
de	  carbono	  con	  un	  grupo	  ceto	  en	  C17	  como	  AD	  y	  ADD	  (intermediarios	  centrales	  de	  la	  ruta	  
de	   degradación	   del	   colesterol	   y	   otros	   esteroides),	   con	   la	   concomitante	   liberación	   de	   2	  
moléculas	  de	  propionil-­‐CoA	  y	  una	  de	  acetil-­‐CoA	  (Fig.	  2).	  A	  pesar	  de	  los	  numerosos	  estudios	  
relacionados	  con	  la	  degradación	  de	  la	  cadena	  lateral	  de	  esteroides	  (Kieslich,	  1985;	  Martin,	  
1977;	   Schoemer	   &	   Martin,	   1980;	   Sedlaczek,	   1988;	   Szentirmai,	   1990),	   se	   desconocen	  
muchos	  detalles	  a	  nivel	  genético	  y	  bioquímico	  de	  este	  proceso.	  	  
En	  el	  caso	  de	  R.	   jostii	  RHA1	  se	  ha	  demostrado	  que	  el	  citocromo	  P450	  125	  (Cyp125)	  es	  el	  
responsable	  del	  primer	  paso	  enzimático	  en	   la	  degradación	  del	  colesterol	  en	  esta	  estirpe,	  
mediante	   la	   hidroxilación	   en	   C26,	   lo	   que	   dispara	   la	   degradación	   de	   la	   cadena	   lateral	  
(Rosłoniec	   et	   al.,	   2009).	   Así	   mismo,	   en	   el	   caso	   de	   M.	   tuberculosis,	   se	   ha	   puesto	   de	  
manifiesto	   la	   implicación	   del	   gen	   fadA5	   (que	   codifica	   una	   actividad	   tiolasa)	   en	   la	  
producción	  de	  AD	  y	  ADD	  a	  partir	  de	  colesterol	  (Nesbitt	  et	  al.,	  2010).	  
Otros	  de	  los	  genes	  putativamente	  implicados	  en	  la	  degradación	  de	  la	  cadena	  lateral	  son:	  
ltp3	  y	   ltp4	   (tiolasas),	   fadD19	   (CoA	   ligasa),	   fadE26	   (acil-­‐CoA	  deshidrogenasa),	  hsd4A	   (17β-­‐
hidroxiesteroide	  deshidrogenasa),	  hsd4B	   (2-­‐enoil	  acil-­‐CoA	  hidratasa)	  y	  echA19	   (enoil-­‐CoA	  
hidratasa),	  entre	  otros	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  Por	  otra	  parte,	  mediante	  estudios	  de	  
mutagénesis	   se	  ha	   relacionado	   la	  actividad	  FadD19	  de	  R.	   rhodocrhous	  DSM43269	  con	   la	  
degradación	  de	   la	  cadena	   lateral	  de	  esteroides	  que	  presentan	  una	  cadena	  ramificada	  en	  
C24,	  como	  el	  campesterol	  o	  el	  β-­‐sitosterol	  (Wilbrink	  et	  al.,	  2011).	  
Estos	  procesos	  catabólicos	  que	  conducen	  a	  la	  formación	  de	  AD	  y	  ADD	  se	  encuadrarían	  de	  
forma	  tentativa	  dentro	  de	   la	  denominación	  de	  Rutas	  Altas	  o	  Periféricas,	  entre	   las	  que	  se	  
incluirían	  todas	  las	  rutas	  que	  desde	  distintos	  puntos	  de	  partida,	  bien	  sea	  desde	  los	  ácidos	  
biliares	   o	   desde	   distintos	   esteroles	   y	   esteroides,	   condujesen	   al	   ADD	   o	   a	   los	   derivados	  
hidroxilados	  o	  metilados	  del	  ADD.	  
	  
	  
Las	  denominadas	  Rutas	  Central	  y	  Baja	  de	  degradación	  del	  colesterol	  hacen	  referencia	  a	  la	  
ruptura	  del	   sistema	  de	  anillos,	   que	   se	   inicia	   tras	   la	   oxidación	  mediada	  por	   la	   colesterol	  
oxidasa	   o	   por	   3β-­‐Hsd	   y,	   como	   se	   ha	   comentado	   previamente,	   puede	   ser	   o	   no	  
concomitante	  con	   la	  degradación	  de	   la	  cadena	   lateral.	  Una	  vez	   la	  cadena	   lateral	  ha	  sido	  
totalmente	  oxidada,	  el	  metabolismo	  del	  colesterol	  parece	  seguir	  una	  ruta	  de	  degradación	  
común	  para	  esteroides	  de	  19	  átomos	  de	  carbono,	  en	  la	  mayoría	  de	  bacterias	  aeróbicas	  en	  
las	   que	   se	   ha	   estudiado	   este	   proceso.	   La	   degradación	   de	   testosterona	   por	  Comamonas	  
testosteroni	   TA441	   (bacteria	   capaz	   de	   degradar	   testosterona	   y	   ácidos	   biliares,	   pero	   no	  
colesterol)	   ha	   sido	   estudiada	   en	   mayor	   profundidad	   y	   gracias	   a	   ello	   se	   han	   descrito	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muchas	  de	  las	  etapas	  a	  nivel	  genético	  y	  bioquímico	  de	  las	  rutas	  central	  y	  baja	  (Horinouchi	  
et	  al.,	  2001;	  Horinouchi	  et	  al.,	  2003a;	  Horinouchi	  et	  al.,	  2003b;	  Horinouchi	  et	  al.,	  2004a;	  
Horinouchi	  et	  al.,	  2004b;	  Horinouchi	  et	  al.,	  2005;	  Horinouchi	  et	  al.,	  2012).	  Así	  mismo,	  los	  
estudios	  realizados	  con	  especies	  de	  los	  géneros	  Rhodococcus	  y	  Mycobacterium	  han	  puesto	  
de	   manifiesto	   la	   implicación	   de	   determinados	   genes	   en	   la	   cascada	   de	   reacciones	   que	  
llevan	   a	   la	   ruptura	   del	   sistema	   de	   anillos,	   como	   es	   el	   caso	   de	   las	   colesterol	   oxidasas	  
(Brzostek	   et	   al.,	   2007),	   3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasas	   (Knol	   et	   al.,	   2008;	   van	   der	  
Geize	  et	  al.,	  2000;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2001;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a)	  y	  3-­‐cetoesteroide	  
9α-­‐hidroxilasas	   (Petrusma	  et	  al.,	  2009;	  Petrusma	  et	  al.,	  2011;	  Petrusma	  et	  al.,	  2012;	  van	  
der	  Geize	  et	  al.,	  2002b).	  En	  la	  Tabla	  1,	  se	  muestran	  las	  diferentes	  nomenclaturas	  asignadas	  
a	  los	  genes	  posiblemente	  implicados	  en	  la	  ruptura	  de	  los	  anillos	  del	  núcleo	  esteroideo,	  en	  
función	  del	  microorganismo.	  Para	  evitar	  complicaciones	  a	  la	  hora	  de	  entender	  la	  sucesión	  
de	  estas	  etapas	  enzimáticas,	   a	   continuación	   se	  utilizará	  exclusivamente	   la	  nomenclatura	  
utilizada	   en	   el	   caso	   de	   R.	   jostii	   RHA1	   (van	   der	   Geize	   et	   al.,	   2007)	   aunque,	   como	   se	   ha	  
comentado	   previamente,	   alguno	   de	   los	   pasos	   enzimáticos	   requieren	   todavía	   de	   la	  
confirmación	  experimental.	  
La	   ruptura	   de	   la	   estructura	   policíclica	   comienza	   con	   la	   apertura	   del	   anillo	   B	   por	  
hidroxilación	  en	  C9	  y	  deshidrogenación	  del	  anillo	  A	  en	  C1-­‐C2.	  La	  secuencia	  de	  actuación	  de	  
estas	   dos	   actividades	   es	   desconocida	   (Fig.	   3).	   La	   enzima	   3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐
deshidrogenasa	  (KstD)	  cataliza	  la	  transformación	  de	  4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona	  (AD;	  Fig.	  3	  
(IV))	  en	  1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona	  (ADD;	  Fig.	  3	  (V)),	  mediante	  deshidrogenación	  en	  C1,	  
con	  la	  consecuente	  formación	  de	  un	  doble	  enlace	  entre	  C1	  y	  C2.	  Por	  otro	  lado,	  la	  enzima	  
3-­‐cetoesteroide	  9α-­‐hidroxilasa	  (KshAB)	  incorpora	  un	  grupo	  hidroxilo	  en	  C9.	  La	  estructura	  
esteroídica	   resultante	   tras	   ambos	   procesos,	   9α-­‐hidroxi-­‐1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona	  
(9OHADD;	   Fig.	   3	   (VII)),	   es	   químicamente	   inestable	   y	   es	   espontáneamente	   hidrolizada	  
generando	   el	   derivado	   aromático	   3-­‐hidroxi-­‐9,10-­‐secoandrosta-­‐1,3,5(10)-­‐trien-­‐9,17-­‐diona	  
(3-­‐HSA,	  Fig.	  3	  (VIII)).	  La	  posterior	  hidroxilación	  de	  3-­‐HSA	  en	  C4,	  mediado	  por	  oxigenasas	  de	  
dos	   componentes	   (HsaAB),	   rinde	   3,4-­‐dihidroxi-­‐9,10-­‐secoandrosta-­‐1,3,5(10)-­‐trien-­‐9,17-­‐
diona	  (3,4-­‐DHSA;	  Fig.	  3	  (IX)).	  A	  continuación	  se	  produce	  la	  apertura	  del	  anillo	  A,	  por	  acción	  
de	  la	  extradiol	  dioxigenasa	  HsaC,	  con	  lo	  que	  se	  origina	  el	  ácido	  4,5,9,10-­‐diseco-­‐3-­‐hidroxi-­‐
5,9,17-­‐trioxoandrosta-­‐1(10),2-­‐dien-­‐4-­‐oico	  (4,9-­‐DSHA;	  Fig.	  3	  (X)).	  Posteriormente	  4,9-­‐DSHA	  
es	   hidrolizado	   por	   la	   hidrolasa	   HsaD,	   originando	   los	   ácidos	   9,17-­‐dioxo-­‐1,2,3,4,10,19-­‐
hexanorandrostan-­‐5-­‐oico	  (DOHNAA;	  Fig.	  3	  (XII))	  y	  2-­‐hidroxi-­‐2,4-­‐hexadienoico	  (2-­‐HHD;	  Fig.	  
3	  (XI)).	  La	  producción	  de	  estos	  dos	  ácidos	  completaría	  la	  fase	  denominada	  Ruta	  Central	  de	  
degradación	  del	  colesterol.	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Figura	  3.	  Ruta	  propuesta	  de	  degradación	  del	  colesterol;	  esquema	  de	  la	  rotura	  del	  sistema	  de	  anillos	  
esteroideos.	  Las	  flechas	  triples	  indican	  un	  proceso	  multienzimático.	  Abreviaturas	  esteroides:	  AD:	  4-­‐
androsten-­‐3,17-­‐diona;	   ADD:	   1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona;	   9OHAD:	   9-­‐hidroxi-­‐4-­‐androsten-­‐3,17-­‐
diona;	   9OHADD:	   9-­‐hidroxi-­‐1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona;	   3-­‐HSA:	   3-­‐hidroxi-­‐9,10-­‐secoandrosta-­‐
1,3,5(10)-­‐trien-­‐9,17-­‐diona;	  3,4-­‐HSA:	  3,4-­‐dihidroxi-­‐9,10-­‐secoandrosta-­‐1,3,5(10)-­‐trien-­‐9,17-­‐diona;	  4,9-­‐
DSHA:	   ácido	   4,5-­‐9,10-­‐diseco-­‐3-­‐hidroxi-­‐5,9,17-­‐trioxoandrosta-­‐1(10),2-­‐dien-­‐4-­‐oico;	   DOHNAA:	   ácido	  
9,17-­‐dioxo-­‐1,2,3,4,10,19-­‐hexanorandrostan-­‐5-­‐oico;	  2-­‐HHD:	  2-­‐hidroxi-­‐2,4-­‐hexadienoico.	  Abreviaturas	  
enzimas:	   ChoOx:	   colesterol	   oxidasa;	   3β-­‐Hsd:	   3β-­‐hidroxiesteroide	   deshidrogenasa;	   KstD:	   3-­‐
cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasa;	   KshAB:	   3-­‐cetoesteroide-­‐9α-­‐hidroxilasa;	   HsaAB:	   3-­‐hidroxi-­‐9,10-­‐
secoandrosta-­‐1,3,5(10)-­‐trien-­‐9,17-­‐diona	   4-­‐hidroxilasa;	   HsaC:	   3,4-­‐dihidroxi-­‐9,10-­‐secoandrosta-­‐
1,3,5(10)-­‐trien-­‐9,17-­‐diona	  dioxigenasa;	  HsaD:	  ácido	  4,5-­‐9,10-­‐diseco-­‐3-­‐hidroxi-­‐5,9,17-­‐trioxoandrosta-­‐
1(10),2-­‐dien-­‐4-­‐oico	   hidroxilasa;	   HsaE:	   2-­‐hidroxipentadienoato	   hidratasa;	   HsaF:	   4-­‐hidroxi-­‐2-­‐
cetovalerato	  aldolasa;	  HsaG:	  acetaldehído	  deshidrogenasa.	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Los	  pasos	  siguientes,	  que	  supondrían	  la	  mineralización	  completa	  de	  estos	  dos	  compuestos	  
para	   formar	   agua	   y	   anhídrido	   carbónico,	   constituirían	   la	   denominada	   Ruta	   Baja	   de	  
degradación	  del	  colesterol.	  Estas	  últimas	  etapas	  del	  proceso	  degradativo	  se	  desconocen,	  
pero	  muy	  probablemente	  la	  degradación	  del	  2-­‐HDD	  estaría	  mediada	  por	  las	  enzimas	  HsaE	  
(2-­‐hidroxipentadienoato	   hidratasa),	   HsaF	   (4-­‐hidroxi-­‐2-­‐cetovalerato	   aldolasa)	   y	   HsaG	  
(acetaldehído	  deshidrogenasa)	  (Horinouchi	  et	  al.,	  2003b;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  
	  
Mediante	   el	   uso	   de	   derivados	   del	   colesterol	   marcados	   con	   14C,	   se	   ha	   probado	   en	  M.	  
tuberculosis	  que	  el	  colesterol	  es	  degradado	  y	  que	  los	  átomos	  de	  carbono	  de	   los	  anillos	  y	  
de	   la	   cadena	   lateral	   van	   a	   parar	   a	   la	   producción	   de	   energía	   y	   a	   la	   síntesis	   de	   lípidos,	  
respectivamente	  (Pandey	  &	  Sassetti,	  2008).	  	  
	  
	  
Tabla	  1.	  Nomenclatura	  de	   los	  genes	   implicados	  en	   la	   ruptura	  de	   los	  anillos	  del	  núcleo	  esteroideo,	  
establecida	  para	  Rhodococcus	  jostii	  RHA1,	  Mycobacterium	  tuberculosis	  y	  Comamonas	  testosteroni,	  y	  
actividades	  enzimáticas	  codificadas	  en	  dichos	  genes.	  
	  
	  
	  
	  
Por	  otro	  lado,	  el	  cluster	  de	  genes	  del	  catabolismo	  del	  colesterol	  de	  R.	  jostii	  RHA1	  incluye	  
un	  sistema	  de	  transporte	  de	  esteroles	  codificado	  por	  el	  cluster	  mce4,	  cuya	  transcripción	  
aumenta	  considerablemente	  en	  presencia	  de	  colesterol	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  Este	  
cluster	   está	   constituido	   por	   un	   operón	   formado	   por	   11	   genes,	   que	   codifican	   dos	  
permeasas	   (SupA	   y	   SupB)	   y	   las	   proteínas	   Mce4ABCDEFGHI	   que	   penetran	   en	   la	   capa	  
externa	   de	   ácidos	  micólicos	   y	   están	   posiblemente	   involucradas	   en	   la	   unión	   al	   sustrato.	  
Juntas,	   estas	   proteínas	   forman	   un	   sistema	   de	   transporte	   del	   tipo	   ABC	   (ATP-­‐Binding	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Cassette).	   La	   implicación	   de	   estas	   proteínas	   en	   el	   catabolismo	   del	   colesterol	   fue	  
demostrada	  mediante	  la	  obtención	  de	  mutantes	  por	  deleción	  de	  sus	  respectivos	  genes,	  los	  
cuales	  estaban	  seriamente	  afectados	  en	  su	  capacidad	  de	  crecimiento	  en	  colesterol	  (Mohn	  
et	  al.,	  2008;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  
	  
En	  lo	  referente	  a	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  catabólicos	  del	  colesterol,	  se	  
han	   caracterizado	   en	  Mycobacterium	   smegmatis	   dos	   reguladores	   transcripcionales	   tipo	  
TetR,	  llamados	  KstR	  y	  KstR2	  (Kendall	  et	  al.,	  2007;	  Kendall	  et	  al.,	  2010;	  Uhía	  et	  al.,	  2011a).	  
Estos	   reguladores	   controlan	   entre	   ambos	   un	   gran	   número	   de	   genes.	   La	   inactivación	   de	  
KstR	  en	  M.	  smegmatis	  permitió	  un	  aumento	  en	   la	  expresión	  de	  83	  genes,	  entre	  ellos	   los	  
genes	  del	  catabolismo	  de	  esteroides,	  como	  demuestran	  los	  estudios	  de	  microarrays	  y	  RT-­‐
PCR	   cuantitativa.	   La	   función	   de	   KstR	   como	   regulador	   dependiente	   del	   colesterol	   en	  M.	  
tuberculosis	   se	   ha	   demostrado	   por	   el	   perfil	   transcripcional	   de	   un	  mutante	   en	   este	   gen	  
(Nesbitt	  et	  al.,	  2010).	  Por	  otra	  parte,	  KstR2	  regula	  15	  genes	  que	  se	  encuentran	  en	  zonas	  
muy	   conservadas	   entre	   los	   actinomicetos	   (Kendall	   et	   al.,	   2010).	   Las	   KstR	   se	   unen	   como	  
dímero	  a	  cada	  secuencia	  reguladora	  palindrómica,	  algo	  que	  es	  característico	  de	  la	  familia	  
de	  reguladores	  de	  TetR	  (Huffman	  &	  Brennan,	  2002).	  	  
Los	   represores	  KstR	   y	  KstR2	   se	  unen	  a	  pequeñas	   secuencias	  palindrómicas	  presentes	  en	  
sus	  respectivos	  promotores,	  así	  como	  en	  otras	  regiones	  promotoras	  que	  contienen	  a	  estos	  
palíndromes,	   destacando	   las	   zonas	   intergénicas	   que	   se	   encuentran	   en	   operones	  
divergentes	  (Fig.	  4).	  El	  motivo	  de	  unión	  consenso	  descrito	  para	  KstR	  es	  TnnAACnnGTTnnA	  
(Kendall	   et	   al.,	   2007)	   y	   el	   de	   KstR2	   es	   AnCAAGnnCTTGnT	   (Kendall	   et	   al.,	   2010).	   La	  
desrepresión	  se	  produciría	  por	  unión	  del	  inductor	  (la	  presencia	  de	  colesterol	  por	  ejemplo)	  
al	   represor.	   A	   pesar	   de	   que	   ambos	   reguladores	   son	   desreprimidos	   por	   colesterol,	   sus	  
actividades	  represoras	  son	  independientes	  la	  una	  de	  la	  otra.	  Además	  no	  todos	  los	  genes	  a	  
los	  que	   regulan	  están	   relacionados	   con	  el	   catabolismo	  de	  esteroides,	   ya	  que	  algunos	  de	  
estos	  genes	  pueden	  participar	  en	  diferentes	  rutas	  de	  síntesis.	  Se	  han	  localizado	  ortólogos	  
putativos	  de	   los	  genes	  kstR	   y	  kstR2	  en	  R.	   jostii	  RHA1	   (Kendall	  et	  al.,	  2010)	   (y	  en	  general	  
para	   Rhodococcus)	   los	   cuales	   presentan	   muchas	   similitudes	   con	   los	   reguladores	   de	  
Mycobacterium	  (Uhía	  et	  al.,	  2012).	  
	  	  
	  
	  
Figura	  4.	  Región	  intergénica	  entre	  los	  genes	  divergentes	  MSMEG_6041	  y	  MSMEG_6042	  (kstR)	  de	  M.	  
smegmatis,	  en	  la	  que	  se	  localiza	  el	  motivo	  de	  unión	  a	  KstR.	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3.2.	  Proteínas	  implicadas	  en	  el	  catabolismo	  de	  esteroides	  estudiadas	  en	  este	  trabajo	  
3.2.1.	  Enzimas	  colesterol	  oxidasas	  
Definición,	  localización	  y	  funcionalidad	  
La	   enzima	   colesterol	   oxidasa	   (ChoOx;	   EC	   1.1.3.6)	   es	   una	   oxidorreductasa	   bifuncional	  
dependiente	  de	  FAD	  que	  cataliza	  preferiblemente	   la	  oxidación	  del	  colesterol,	  generando	  
5-­‐colesten-­‐3-­‐ona,	  y	  su	  posterior	  isomerización	  a	  4-­‐colesten-­‐3-­‐ona	  (Fig.	  5).	  En	  este	  proceso	  
oxidativo,	   el	   oxígeno	   molecular	   es	   reducido	   a	   peróxido	   de	   hidrógeno.	   Sin	   embargo,	  
algunas	   ChoOx	   oxidan	   el	   colesterol	   formando	   mayoritariamente	   6β-­‐hidroperoxi-­‐4-­‐
colesten-­‐3-­‐ona	   y	   no	   4-­‐colesten-­‐3-­‐ona,	   como	   es	   el	   caso	   de	  Burkholderia	   cepacia	   ST-­‐200,	  
Pseudomonas	   spp.,	   y	  Chromobacterium	   sp.	   DS-­‐1	   (Doukyu	  &	   Aono,	   1999;	   Doukyu	   et	   al.,	  
2008).	  
	  
	  
	  
Figura	  5.	  
(A)	  Transformación	  del	  colesterol	  en	  4-­‐colesten-­‐3-­‐ona	  por	  acción	  de	   la	  colesterol	  oxidasa	  (ChoOx).	  
En	  el	  proceso	  oxidativo,	  FAD	  es	  el	  cofactor	  y	  O2	  el	  aceptor	   final	  de	  electrones,	  con	   la	  consecuente	  
formación	  de	  H2O2.	  
(B)	  Ejemplo	   de	   reacción	   acoplada	   para	   la	   valoración	   de	   la	   actividad	   colesterol	   oxidasa.	   La	   enzima	  
peroxidasa	  utiliza	  el	  H2O2	  producto	  de	  la	  reacción	  anterior	  para	  oxidar	  la	  o-­‐dianisidina,	  con	  lo	  que	  se	  
produce	   un	   compuesto	   coloreado	   cuya	   concentración	   puede	   ser	   valorada	   por	   técnicas	   de	  
espectroscopía	  (Masurekar	  &	  Goodhue,	  1978).	  
	  
	  
Esta	   enzima	   se	   encuentra	   en	   gran	   variedad	   de	   bacterias,	   incluyendo	   tanto	   bacterias	  
inocuas	   presentes	   en	   el	   suelo	   que	   utilizan	   el	   colesterol	   como	   fuente	   de	   carbono,	   como	  
bacterias	   patógenas	   del	   tipo	  M.	   tuberculosis	   o	   R.	   equi.	   En	   estas	   últimas	   la	   colesterol	  
oxidasa	   cumple	   una	   función	   importante	   en	   la	   lisis	   de	   macrófagos	   y	   leucocitos,	   lo	   que	  
resulta	   en	   las	   características	   lesiones	   encontradas	   en	   pacientes	   inmunodeprimidos	  
(Doukyu,	  2009;	  Navas	  et	  al.,	  2001).	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La	   ChoOx	   de	  Rhodococcus	   sp.	   GK1	   es	   inducible	   y	   su	   expresión	   requiere	   la	   presencia	   de	  
colesterol,	   colestenona	   o	   fitoesteroles,	   mientras	   que	   la	   androstendiona	   y	   testosterona	  
reprimen	   su	   expresión	   (Kreit	   &	   Sampson,	   2009).	   En	   el	   caso	   de	   Rhodococcus	   sp.	   GK1	   la	  
inducción	   de	   esta	   enzima	   es	   dependiente	   de	   la	   presencia	   de	   una	   cadena	   lateral	   en	   el	  
sustrato	   (Kreit	   &	   Sampson,	   2009),	   mientras	   que	   en	   otros	   organismos	   no	   es	   esencial	  
(Aparicio	  &	  Martin,	  2008).	  Las	  colesterol	  oxidasas	  pueden	  aparecer	  extracelularmente	  (al	  
ser	   secretadas	   al	   exterior),	   asociadas	   a	   la	   superficie	   celular,	   o	   intracelularmente,	   en	  
función	  del	  tipo	  de	  microorganismo	  y	   las	  condiciones	  de	  crecimiento	  (Atrat	  et	  al.,	  1992).	  
En	  algunos	  casos,	   tanto	   la	   forma	  extracelular	  como	   la	  asociada	  a	  membrana	  pueden	  ser	  
productos	   de	   un	   mismo	   gen	   (Kreit	   &	   Sampson,	   2009).	   La	   forma	   secretada	   es	   soluble,	  
globular,	   y	   su	   estructura	   cristalina,	   como	   se	   comentará	   después,	   revela	   que	   está	  
compuesta	  por	   dos	  dominios	   fusionados:	   el	   dominio	  de	  unión	   a	   flavina	   y	   el	   dominio	  de	  
unión	  al	   sustrato	   (Li	   et	  al.,	  1993).	   Los	  pesos	  moleculares	  de	   las	  ChoOxs	  descritas	  oscilan	  
entre	  47	  y	  60	  KDa	  (Doukyu	  et	  al.,	  2009).	  
	  
La	   importancia	  de	  esta	  enzima	  queda	   recogida	  en	   la	  proliferación	  de	   revisiones	   sobre	   la	  
colesterol	  oxidasa	  que	  se	  han	  escrito	  en	   los	  últimos	  años,	  tanto	  sobre	  sus	  características	  
bioquímicas	  (MacLachlan	  et	  al.,	  2000;	  Sampson	  &	  Vrielink,	  2003;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009),	  
su	   función	   fisiológica	   (Kreit	   &	   Sampson,	   2009),	   o	   sus	   aplicaciones	   bioquímicas	   (Doukyu,	  
2009;	  Pollegioni,	  2009).	  
Entre	  las	  principales	  funciones	  fisiológicas	  de	  las	  ChoOxs	  encontramos:	  a) Su	   implicación	   en	   el	  metabolismo	  de	   esteroides.	   La	   enzima	  ChoOx	   actúa	   en	   las	  
primeras	  etapas	  de	  la	  degradación	  del	  colesterol,	  sustrato	  que	  es	  utilizado	  por	  las	  
bacterias	  como	  fuente	  de	  carbono	  y	  energía	  (Arima	  et	  al.,	  1969).	  b) Su	   posible	   implicación	   como	   proteína	   sensora.	   Se	   ha	   identificado	   una	   ChoOx	  
(PimE)	   en	   una	   cepa	   de	   Streptomyces	   que	   es	   capaz	   de	   activar	   la	   síntesis	   de	   un	  
antibiótico	  que	  protege	  a	  esta	  cepa	  de	  la	  presencia	  de	  hongos	  (Aparicio	  &	  Martin,	  
2008;	  Mendes	  et	  al.,	  2007).	  Aunque	  el	  mecanismo	  exacto	  no	  se	  conoce,	  PimE	  se	  
uniría	  al	  ergosterol	  presente	  en	  la	  membrana	  del	  hongo	  y	  de	  este	  modo	  daría	  una	  
señal	  a	  la	  bacteria	  que	  empezaría	  a	  producir	  el	  antifúngico	  pimaricina.	  c) Su	  implicación	  en	  virulencia	  y	  patogenicidad.	  Algunas	  bacterias	  patógenas	  utilizan	  
la	   actividad	   de	   ChoOx	   para	   dañar	   la	   membrana	   de	   la	   célula	   a	   la	   que	   infectan	  
(Brzostek	  et	  al.,	  2007;	  Navas	  et	  al.,	  2001).	  No	  obstante,	  existe	  cierta	  controversia	  
sobre	   si	   la	   actividad	   de	   la	   ChoOx	   está	   directa	   o	   indirectamente	   implicada	   en	   la	  
patogenicidad	   y	   virulencia	   o	   sólo	   presenta	   una	   función	   nutricional	   en	   estos	  
procesos,	  con	  autores	  a	  favor	  (Brzostek	  et	  al.,	  2007)	  o	  en	  contra	  (Pei	  et	  al.,	  2006).	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Tipos	  de	  ChoOxs	  
Existen	  dos	   tipos	  de	  ChoOxs:	  aquellas	  que	  no	  se	  unen	  covalentemente	  a	  FAD	   (clase	   I),	  y	  
aquellas	  que	   se	  unen	   covalentemente	  al	   cofactor	   (clase	   II)	   (Croteau	  &	  Vrielink,	   1996).	  A	  
pesar	  de	  que	  catalizan	  la	  misma	  reacción	  enzimática,	  estos	  dos	  tipos	  de	  ChoOx	  no	  tienen	  
identidad	   de	   secuencia	   significativa,	   presentan	   diferente	   estructura	   tridimensional	   y	  
propiedades	   redox,	   y	   pertenecen	   a	   diferentes	   familias	   de	   proteínas	   (Aparicio	  &	  Martin,	  
2008;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009).	  La	  presencia	  del	  enlace	  covalente	  a	  FAD	  tiene	  implicación	  
en	  el	  potencial	  redox	  y	  contribuye	  a	  la	  estabilidad	  de	  la	  enzima	  (Caldinelli	  et	  al.,	  2005).	  La	  
comparación	   de	   las	   secuencias	   de	   aminoácidos	   de	   estas	   enzimas	   ha	   permitido	   la	  
descripción	  de	  una	  secuencia	  consenso	  de	  unión	  a	  FAD	  (Gly-­‐X-­‐Gly-­‐X-­‐X-­‐Gly)	  en	  la	  región	  N-­‐
terminal	  tanto	  en	  las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	  I	  como	  de	  clase	  II	  (Mewies	  et	  al.,	  1998).	  
Las	  enzimas	  de	  clase	  I	  pertenecen	  a	  la	  familia	  de	  oxidorreductasas	  GMC	  (glucosa-­‐metanol-­‐
colina),	  mientras	  que	   las	  de	  clase	   II	  pertenecen	  a	   la	   familia	  VAO	  (vanilil-­‐alcohol	  oxidasa).	  
Brevibacterium	   sterolicum	   ATCC21387	   (posteriormente	   reclasificada	   como	   Rhodococcus	  
equi	  (Ladrón	  et	  al.,	  2003))	  posee	  ambos	  tipos	  de	  enzimas.	  	  
Las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	   I	  se	  han	   identificado	  mayoritariamente	  en	  actinomicetos	  
como	  Streptomyces	  spp.,	  B.	  sterolicum,	  Rhodococcus	  spp.	  y	  Mycobacterium	  spp.	  (Doukyu,	  
2009).	  El	  análisis	  estructural	  y	  mutacional	  de	  la	  ChoOx	  de	  Streptomyces	  sp.	  SA-­‐COO	  (clase	  
I),	   ha	   revelado	  que	   	   los	   residuos	  E361	   ,	  H447	   ,	  N485	   están	   implicados	   en	   las	   actividades	  de	  
oxidación	   e	   isomerización	   (Yue	   et	   al.,	   1999).	   Estos	   residuos	   están	   conservados	   en	   las	  
secuencias	   de	   varias	   ChoOx	   de	   clase	   I.	   El	   árbol	   filogenético	   basado	   en	   la	   secuencia	   de	  
aminoácidos	   de	   estas	   enzimas,	   incluyendo	   entre	   ellas	   a	   varias	   proteínas	   hipotéticas,	  
muestra	  que	  las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	  I	  pueden	  ser	  subdivididas	  en	  dos	  grupos,	  I-­‐1	  y	  
I-­‐2.	  Las	  de	  clase	  I-­‐1	  son	  aquellas	  que	  presentan	  un	  péptido	  señal	  en	  su	  secuencia,	   lo	  que	  
sugiere	   una	   localización	   extracelular.	   Por	   el	   contrario,	   las	   de	   clase	   I-­‐2	   carecen	   de	   dicho	  
péptido	  señal,	  lo	  que	  sugiere	  una	  localización	  citoplasmática	  (Doukyu,	  2009)	  (Fig.	  6A).	  
Las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	  II	  han	  sido	  identificadas	  en	  B.	  sterolicum,	  R.	  erythropolis,	  y	  
bacterias	  Gram-­‐negativas	   como	  Burkholderia	   spp.,	  Chromobacterium	   sp.	   y	  Pseudomonas	  
aeruginosa.	  La	  estructura	  de	  esta	  enzima	  de	  clase	  II	  de	  B.	  sterolicum	  ha	  sido	  determinada	  
por	   cristalografía	   de	   rayos-­‐X,	   en	   la	   que	   la	   His121	   formaría	   el	   enlace	   covalente	   con	   el	  
cofactor	  FAD	  (Coulombe	  et	  al.,	  2001).	  Así	  mismo,	  se	  ha	  descrito	   la	  presencia	  de	  residuos	  
conservados	  en	   las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	   II:	  E311,	   432,	   475,	   551,	  R477	  y	  N516	   (Sampson	  &	  
Vrielink,	   2003;	   Vrielink	   &	   Ghisla,	   2009).	   Se	   ha	   sugerido	   que	   los	   residuos	   E475	   y	   R477,	  
localizados	  en	   la	   cavidad	  del	   sitio	  activo	  de	   la	  enzima,	  podrían	   ser	   los	   constituyentes	  de	  
una	  puerta	  que	   controlaría	   el	   acceso	  del	   oxígeno	   (Piubelli	   et	   al.,	   2008),	   aceptor	   final	   de	  
electrones	  de	  la	  reacción.	  El	  árbol	  filogenético	  de	  las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	  II	  revela	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también	   la	  existencia	  de	  dos	   subgrupos:	   la	   clase	   II-­‐1	  está	  constituida	  por	   las	  enzimas	  de	  
actinomicetos,	   mientras	   que	   la	   clase	   II-­‐2	   está	   constituida	   por	   las	   de	   bacterias	   Gram-­‐
negativas	  (Fig.	  6B)	  (Doukyu,	  2009).	  	  
 
	  
	  
 
Figura	  6.	  Tomada	  de	  (Doukyu,	  2009).	  Árbol	  filogenético	  de	  las	  colesterol	  oxidasas	  de	  clase	  I	  (A)	  y	  de	  
clase	   II	   (B),	   incluyendo	  proteínas	  hipotéticas.	  Los	  árboles	   filogenéticos,	  basados	  en	   la	  comparación	  
de	   la	  secuencia	  de	  aminoácidos,	  se	  construyeron	  mediante	  el	  uso	  del	  método	  neighbor-­‐joining.	  La	  
barra	   de	   escala	   representa	   0.1	   sustituciones	   por	   aminoácido.	   Los	   números	   de	   acceso	   de	   las	  
secuencias	   utilizadas	   se	   detallan	   a	   continuación:	   Clase	   I-­‐1:	   Arthrobacter	   simplex:	   Q56DL0;	  
Brevibacterium	   sterolicum:	   P22637;	  Rhodococcus	   equi:	   Q93JS8;	   Streptomyces	   avermitilis:	   Q93H76;	  
Streptomyces	   griseus:	   A7RA76;	   Streptomyces	   natalensis:	   Q9EW96;	   Streptomyces	   sp.	   SA-­‐COO:	  
P12676;	  Streptomyces	   sp.	  A19249:	  AAA69655A;	  Clase	   I-­‐2:	  Corynebacterium	  urealyticum	  DSM7109:	  
CAQ05278;	   Nocardia	   farcinica	   IFM10152:	   BAD59199;	   Mycobacterium	   leprae:	   S72824;	  
Micobacterium	  tuberculosis:	  F70736;	  Streptomyces	  coelicolor:	  NP_628939;	  Clase	  II-­‐1:	  Brevibacterium	  
sterolicum:	   Q7SID9;	   Rhodococcus	   erythropolis:	   A9QAE7;	   Clase	   II-­‐2:	   Burkholderia	   cepacia	   ST-­‐200:	  
Q93RE1;	   Burkholderia	   pseudomallei	   K96243:	   3023444AKG;	   Burkholderia	   thailandensis:	   Q2T0X3;	  
Burkholderia	   xenovorans	   LB400:	   Q13UN0;	   Chromobacterium	   sp.	   DS-­‐1:	   AB456533;	   Pseudomonas	  
aeruginosa	  PAO1:	  PA4140.	  
27
Capítulo	  1	  
 
Uno	   de	   los	   principales	   problemas	   encontrados	   en	   la	   clasificación	   de	   las	   ChoOxs	   son	   los	  
relacionados	  con	  la	  anotación:	  gran	  parte	  de	  los	  genes	  que	  aparecen	  en	  la	  base	  de	  datos	  
como	  colesterol	  oxidasas	  en	  realidad	  se	  han	  clasificado	  como	  tal	  debido	  a	  su	  identidad	  de	  
secuencia	  pero	  sin	  ninguna	  evidencia	  experimental.	  Es	  más	  que	  probable	  que	  gran	  parte	  
de	   estas	   proteínas	   sean	   en	   realidad	   oxidorreductasas	   con	   otras	   funciones;	   y	   viceversa,	  
algunas	  proteínas	  que	  aparecen	  como	  oxidorreductasas	  generales	  pueden	  ser	  en	  realidad	  
colesterol	   oxidasas.	   Esta	   confusión	   además	   se	   agrava	   con	   la	   existencia	   de	   diferentes	  
colesterol	   oxidasas	   propuestas	   para	   un	   mismo	   genoma.	   Por	   ejemplo,	   en	   R.	   equi	   103S	  
(NCBI	  NC_014659)	  se	  encuentran	  hasta	  5	  distintas.	  Dos	  son	  de	  la	  clase	  II:	  ChoA	  (E4WCY8,	  
REQ_06750,	  613aa)	  y	  una	  oxidorreductasa	  dependiente	  de	  FAD	  (CBH46609,	  REQ_04820,	  
584aa).	  Las	  otras	  tres	  son	  de	  la	  clase	  I:	  ChoE	  (YP_004009032,	  REQ_043910,	  551aa),	  ChoD	  
(YP_004008160,	   REQ_34910,	   583aa)	   y	   ChoB	   (CBH48705,	   REQ_26800,	   535aa).	   La	   gran	  
profusión	  de	  posibles	  ChoOxs	  y	  la	  versatilidad	  metabólica	  de	  los	  actinomicetos	  en	  general,	  
explica	   el	   porqué	   los	   intentos	   de	   mutagénesis	   realizados	   sobre	   estas	   enzimas	   no	   se	  
traducen	  en	  una	  pérdida	  de	  la	  capacidad	  metabólica	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2011;	  
Ivashina	  et	  al.,	  2012;	  Uhía	  et	  al.,	  2011b). 
	  
Sustratos	  de	  las	  ChoOxs	  
Ambos	   tipos	   de	   ChoOxs	   presentan	   un	   amplio	   rango	   de	   acción	   pudiendo	   actuar	   sobre	  
esteroles,	   hormonas	   esteroideas,	   ácidos	   biliares,	   fitoesteroles,	   etc.	   (para	   una	   revisión,	  
(Aparicio	  &	  Martin,	  2008;	  Pollegioni	  et	  al.,	  2009;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009)).	  En	  la	  Tabla	  2	  se	  
muestran	   los	   niveles	   de	   actividad	   relativos	   de	   las	   colesterol	   oxidasas	   de	   algunos	  
microorganismos	  utilizando	  diferentes	  sustratos	  esteroideos	  (Doukyu,	  2009).	  La	  longitud	  y	  
la	  estructura	  de	  la	  cadena	  lateral	  del	  esteroide	  afectan	  a	  la	  catálisis,	  ya	  que	  se	  observa	  una	  
preferencia	  clara	  por	  esteroides	  con	  cadenas	  largas	  como	  la	  del	  colesterol.	  Esto	  puede	  ser	  
debido	  a	   la	  necesidad	  de	  activar	  el	  sustrato	  o	  al	   transporte	  de	   los	  mismos	  a	  través	  de	   la	  
membrana.	  De	   todos	  modos,	   resulta	  difícil	   comparar	   los	   datos	  de	   la	   bibliografía	  porque	  
esta	  enzima	  es	  muy	  dependiente	  del	  medio	  en	  que	  se	  ensaye,	  y	  los	  procedimientos	  para	  
ensayar	  y	  evaluar	  la	  actividad	  de	  la	  ChoOx	  son	  diferentes	  según	  el	  autor.	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Tabla	  2.	  	  Datos	  tomados	  de	  (Doukyu,	  2009).	  Especificidad	  de	  sustrato	  de	  las	  colesterol	  oxidasas. 
 
Abreviaturas:	  Asi1:	  Arthrobacter	  simplex	  U-­‐S-­‐3011	  (Liu	  et	  al.,	  1988);	  Asi2:	  Arthrobacter	  simplex	  U-­‐S-­‐
A-­‐18	   (Liu	   et	   al.,	   1988);	   Bst:	   Brevibacterium	   sterolicum	   (Richmond,	   1973);	   Bce:	   B.	   cepacia	   ST-­‐200	  
(Doukyu	  &	  Aono,	  1998);	  Csp:	  Chromobacterium	  sp.	  DS-­‐1	  (Doukyu	  et	  al.,	  2008);	  Cch:	  Corynebacterium	  
cholesterolicum	   (Shirokane	   et	   al.,	   1977);	  Nsp:	   Nocardia	   sp.	   (Richmond,	   1973);	   Sco:	   Schizophyllum	  
commune	   (Fukuyama	   &	  Miyake,	   1979);	   Ssp:	   Streptomyces	   sp.	   SA-­‐COO	   (Toyobo	   Corp.	   Ltd,	   2000);	  
Svi1:	   Streptomyces	   violascens	   (Kamei	   et	   al.,	   1978);	   Svi2:	   Streptomyces	   violascens	   (Tomioka	   et	   al.,	  
1976);	  Sch:	  Streptoverticillium	  cholesterolieum	  (Inouye	  et	  al.,	  1982);	  Pro:	  γ-­‐Proteobacterium	  (Isobe	  et	  
al.,	  2003);	  Psp:	  Pseudomonas	  sp.	  COX629	  (Lee	  et	  al.,	  2001).	  
aLa	   actividad	   enzimática	   se	   representa	   como	   porcentaje	   relativo	   respecto	   a	   la	   actividad	   obtenida	  
usando	  colesterol	  como	  sustrato.	  	  
	  
	  
	  
Aplicaciones	  biotecnológicas	  
Las	   colesterol	   oxidasas	   son	   también	   enzimas	   de	   gran	   interés	   biotecnológico	   dadas	   sus	  
múltiples	  aplicaciones:	  
a) Cuantificación	   del	   colesterol	   en	  muestras	   biológicas.	   Su	   habilidad	   para	   producir	  
H2O2	   ha	   permitido	   el	   uso	   de	   las	   ChoOx	   para	   la	   determinación	   indirecta	   del	  
contenido	   en	   colesterol	   de	   muestras	   clínicas	   y	   alimentos,	   mediante	   el	   uso	   de	  
ensayos	  acoplados	  a	  la	  formación	  de	  cromóforos	  (Allain	  et	  al.,	  1974;	  MacLachlan	  
et	   al.,	   2000;	   Masurekar	   &	   Goodhue,	   1978;	   Richmond,	   1973).	   La	   aplicación	  
principal	   de	   ChoOx	   consiste	   en	   la	   determinación	   clínica	   de	   los	   niveles	   de	  
colesterol	  en	  suero	  de	  muestras	  biológicas	  para	  el	  diagnóstico	  de	  ateroesclerosis	  
y	  otros	  desórdenes	   lipídicos,	   así	   como	  para	   la	  estimación	  del	   riesgo	  de	  padecer	  
trombosis	  o	  enfermedades	  cardiovasculares	  (Ernst	  &	  Cleeman,	  2002).	  Así	  mismo,	  
se	   han	   desarrollado	   biosensores	   para	   la	   determinación	   de	   colesterol	   y	   otros	  
esteroles	  presentes	  en	   los	  alimentos	  (Basu	  et	  al.,	  2007;	  Peña	  et	  al.,	  2001;	  Wu	  &	  
Choi,	   2003),	   entre	   los	   que	   tienen	   gran	   interés	   los	   fitoesteroles	   debido	   a	   sus	  
propiedades	  reductoras	  de	  los	  niveles	  de	  colesterol	  (Moreau	  et	  al.,	  2003).	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b) 	  Es	   fuente	  de	  precursores	  utilizados	  en	   la	   industria	  química	   y	   farmaceútica.	   Por	  
ejemplo,	   gracias	   a	   las	   ChoOxs	   y	   a	   otras	   enzimas	   se	   obtienen	   los	   intermediarios	  
necesarios	  para	   la	   síntesis	  de	   fármacos	  anabólicos	   y	  hormonas	  anticonceptivas:	  
1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona	   (ADD)	   y	  4-­‐androsten-­‐3,17-­‐diona	   (AD)	   (Chaudhari	   et	  
al.,	   2010).	   Además,	   ChoOx	   es	   capaz	   de	   oxidar	   3β-­‐hidroxi-­‐esteroides,	   lo	   que	  
genera	   las	  correspondientes	  cetonas,	   las	  cuales	  son	   importantes	  precursores	  de	  
hormonas	  sintetizadas	  químicamente	  (Guo	  et	  al.,	  2003).	  Tenemos	  por	  ejemplo	  el	  
caso	  de	  la	  diosgenina,	  que	  se	  utiliza	  como	  material	  de	  partida	  en	  la	  preparación	  
de	  cortisonas	  y	  hormonas	  sexuales	  y	  a	  la	  que	  la	  actividad	  de	  ChoOx	  transforma	  en	  
4-­‐en-­‐3-­‐cetoesteroide	  (Li	  et	  al.,	  2010).	  
c) Uso	   como	   agente	   insecticida.	   Por	   otro	   lado,	   ChoOx	   interacciona	   con	   la	   bicapa	  
lipídica	   de	   las	   membranas	   con	   el	   fin	   de	   unirse	   al	   colesterol	   presente	   en	   las	  
mismas	   y	   como	   consecuencia	   se	   produce	   4-­‐colesten-­‐3-­‐ona,	   lo	   cual	   altera	  
significativamente	   la	   integridad	   de	   la	   membrana	   (Ghoshroy	   et	   al.,	   1997).	   Esta	  
propiedad	   ha	   permitido	   el	   uso	   de	   ChoOx	   como	   agente	   insecticida	   para	   el	  
tratamiento	  de	  cultivos	  (Corbin	  et	  al.,	  1994),	  ya	  que	  es	  capaz	  de	  desorganizar	   la	  
membrana	   epitelial	   intestinal	   de	   ciertas	   larvas	   de	   coleópteros	   y	   lepidópteros	  
(Corbin	  et	  al.,	  2001).	  
d) Estudios	   sobre	   la	  estructura	  de	   la	  membrana.	  Esta	  enzima	  se	  ha	  utilizado	  como	  
sonda	   para	   estudiar	   la	   interacción	   del	   colesterol	   con	   los	   fosfolípidos	   o	   la	  
estructura	  de	  la	  membrana	  eucariótica	  (Lange	  et	  al.,	  2005;	  Rouquette-­‐Jazdanian	  
et	  al.,	  2006).	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3.2.2.	  Enzimas	  3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasas	  
Definición,	  localización	  y	  funcionalidad	  
Las	  3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasas	  (KstD;	  EC	  1.3.99.4)	  son	  flavoenzimas	  que	  catalizan	  
la	  desprotonación	  de	  C1(α)	   y	  C2(β)	  del	  anillo	  A	  de	  3-­‐cetoesteroides,	   con	   la	   consecuente	  
formación	   de	   un	   doble	   enlace	   (Itagaki	   et	   al.,	   1990a).	   Las	   enzimas	   KstD	   catalizan	   la	  
conversión	  de	  AD	  en	  ADD,	  así	   como	   la	   conversión	  de	  9OHAD	  en	  9OHADD	   (Fig.	   7).	   En	   la	  
deshidrogenación,	  los	  electrones	  son	  transportados	  al	  cofactor	  FAD,	  pero	  el	  aceptor	  final	  
de	  electrones	  de	  esta	  reacción	  no	  se	  conoce.	  	  
	  
Figura	  7.	  Reacciones	  catalizadas	  por	   la	  3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasa	   (KstD).	  FAD	  actúa	  como	  
cofactor.	   Se	   desconoce	   el	   aceptor	   final	   de	   electrones	   de	   esta	   actividad.	   Abreviaturas:	   AD:	   4-­‐
androsten-­‐3,17-­‐diona;	   ADD:	   1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona;	   9OHAD:	   9α-­‐hidroxi-­‐1,4-­‐androstadien-­‐
3,17-­‐diona;	  9OHADD:	  9α-­‐hidroxi-­‐1,4-­‐androstadien-­‐3,17-­‐diona;	  X:	  aceptor	  de	  electrones.	  	  
	  
	  
Las	  KstDs	   son	  enzimas	  ampliamente	  distribuidas	  en	  bacterias.	   La	  primera	  actividad	  KstD	  
fue	   descrita	   en	  Comamonas	   testosteroni,	   usando	   tanto	   células	   intactas	   (Levy	  &	   Talalay,	  
1959a)	   como	   extractos	   celulares	   (Levy	   &	   Talalay,	   1959b).	   La	   primera	   enzima	   KstD	  
purificada	  y	  caracterizada	  fue	  en	  Nocardia	  restrictus	   (Sih	  &	  Bennett,	  1962),	  mientras	  que	  
el	  primer	  gen	  kstD	  clonado	  y	  secuenciado	  fue	  en	  C.	  testosteroni	  (Plesiat	  et	  al.,	  1991).	  Más	  
recientemente,	  se	  han	  identificado	  y	  caracterizado	  genes	  homólogos	  kstD	  en	  Rhodococcus	  
erythropolis	  SQ1	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2001;	  Knol	  et	  al.,	  2008)	  y	  
Mycobacterium	  smegmatis	  (Brzostek	  et	  al.,	  2005).	  R.	  erythropolis	  SQ1	  presenta	  al	  menos	  3	  
genes	  kstD	  (Knol	  et	  al.,	  2008),	  mientras	  que	  el	  genoma	  de	  R.	  jostii	  RHA1	  codifica	  al	  menos	  
6	   KstDs	   putativas	   (Mathieu	   et	   al.,	   2010).	   Todavía	   no	   está	   muy	   claro	   a	   qué	   se	   debe	   la	  
presencia	   de	   tantas	   isoenzimas	   KstDs	   en	   estos	   rhodococci.	   Las	   diversas	   y	   variables	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condiciones	   en	   las	   que	   habitan	   los	   rhodococci,	   pueden	   requerir	   un	   mayor	   número	   de	  
genes	  que	  codifiquen	  actividades	  degradativas	  de	  esteroides,	  para	  asegurar	  una	  máxima	  
eficiencia	  en	   la	  degradación	  de	  éstos	  bajo	   la	  gran	  variedad	  de	  condiciones	  en	   las	  que	  se	  
encuentran.	  La	  presencia	  de	  varias	  isoformas	  de	  una	  misma	  enzima,	  hace	  que	  en	  algunos	  
casos	  sea	  necesaria	  la	  mutagénesis	  secuencial	  de	  más	  de	  un	  gen,	  con	  el	  fin	  de	  interrumpir	  
su	  actividad.	  Por	  ejemplo,	  en	  el	  caso	  de	  R.	  erythropolis	  SQ1,	  los	  mutantes	  simples	  para	  los	  
genes	   kstD	   y	   kstD2	   no	   vieron	   afectadas	   sus	   capacidades	   metabólicas.	   Sin	   embargo,	   el	  
doble	  mutante	  kstD-­‐kstD2	   es	   incapaz	   de	   crecer	   en	  AD	   como	  única	   fuente	   de	   carbono	   y	  
energía,	  pero	  aún	  así	  mantiene	  su	  capacidad	  de	  crecimiento	  en	  colesterol	  (van	  der	  Geize	  
et	   al.,	   2002a).	   En	   cuanto	   a	   la	   localización	   celular	   de	   las	   KstDs,	   la	   enzima	   KstD	   de	   C.	  
testosteroni	  no	  presenta	  ningún	  péptido	  señal	  en	  su	  secuencia,	  ni	  dominios	  hidrofóbicos	  
transmembrana	   (Plesiat	   et	  al.,	   1991);	  mientras	  que	  en	  otras	   cepas	   sí	   se	  han	  encontrado	  
varios	  dominios	  transmembrana	  (Molnár	  et	  al.,	  1995).	  Mediante	  técnicas	  de	  microscopía	  
electrónica,	  se	  ha	  detectado	  la	  esteroide-­‐1-­‐deshidrogenasa	  de	  R.	  erythropolis	   IMET	  7030,	  
cuya	   fracción	   mayoritaria	   se	   sitúa	   en	   la	   región	   periférica	   del	   citoplasma.	   Otra	   fracción	  
considerable	  de	  esta	  enzima	  se	  localiza	  asociada	  a	  la	  membrana	  interna,	  y	  también	  se	  ha	  
localizado	   en	   pequeños	   túneles	   que	   conectan	   el	   citoplasma	   con	   la	   superficie	   celular	  
(Wagner	  et	  al.,	  1992).	  El	  gen	  que	  codifica	  una	  KstD	  de	  C.	  testosteroni	  fue	  clonado	  y	  sobre-­‐
expresado	   en	   E.	   coli	   y	   dicha	   actividad	   se	   detectó	   en	   la	   fracción	   correspondiente	   a	   la	  
membrana	  interna	  (Plesiat	  et	  al.,	  1991).	  Así	  mismo,	  se	  han	  expresado	  heterólogamente	  en	  
E.	   coli	   las	   3	   enzimas	   KstD	   de	   R.	   erythropolis	   SQ1,	   y	   todas	   ellas	   se	   encuentran	   como	  
proteínas	  solubles	  en	  los	  extractos	  celulares	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000;	  van	  der	  Geize	  et	  
al.,	   2002a;	   Knol	   et	   al.,	   2008).	   En	   el	   caso	   de	  Mycobacterium	   sp.	   VKM	   Ac-­‐1817D	   dicha	  
actividad	  también	  es	  mayoritaria	  en	  las	  fracciones	  citosólicas	  (Sukhodolskaya	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  
Tipos	  de	  KstDs	  y	  sustratos	  
La	  elaboración	  de	  árboles	   filogenéticos,	  a	  partir	  de	   las	  secuencias	  de	  aminoácidos	  de	   las	  
KstDs	   disponibles	   en	   las	   bases	   de	   datos,	   ha	   permitido	   la	   diferenciación	   de	   al	   menos	   4	  
grupos	  diferentes.	  Cada	  una	  de	  las	  3	  KstDs	  caracterizadas	  en	  R.	  erythropolis	  SQ1	  pertenece	  
a	  un	  grupo	  diferente	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	  Además	  se	  ha	  demostrado	  que	  las	  enzimas	  KstDs	  
presentan	   un	   amplio	   rango	   metabólico	   (Tabla	   3).	   Las	   enzimas	   KstD1	   y	   KstD2	   de	   R.	  
erythropolis	  SQ1	  muestran	  preferencia	  por	  los	  sustratos	  que	  presentan	  estructuras	  4-­‐en-­‐3-­‐
ceto,	  como	  es	  el	  caso	  de	  AD	  y	  9OHAD.	  Sin	  embargo,	  KstD3	  tiene	  una	  clara	  preferencia	  por	  
los	  3-­‐cetoesteroides	  con	  el	  anillo	  A	  saturado,	  mostrando	  los	  mayores	  niveles	  de	  actividad	  
con	   5α-­‐AD	   (5α-­‐androstan-­‐3,17-­‐diona)	   y	   5α-­‐T	   (5α-­‐testosterona;	   también	   conocida	   como	  
17β-­‐hidroxi-­‐5α-­‐androstan-­‐3-­‐ona)	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	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Además	   de	   KstDs,	   se	   ha	   descrito	   la	   presencia	   de	   3-­‐cetosteroide-­‐Δ4-­‐deshidrogenasas	  
(Kst4D),	   que	   catalizan	   la	   desprotonación	   de	   C4(β)	   y	   C5(α)	   (Knol	   et	   al.,	   2008).	   Muy	  
recientemente	  se	  han	  identificado	  genes	  homólogos	  de	  kstD	  en	  100	  especies	  microbianas,	  
mientras	  que	  homólogos	  de	  kst4D	   sólo	  se	  han	   identificado	  en	  24	  especies	   (Kisiela	  et	  al.,	  
2012).	   La	   implicación	   de	   Kst4D	   en	   la	   degradación	   de	   colesterol	   no	   se	   ha	   demostrado	  
todavía	   (Knol	   et	   al.,	   2008).	   Sin	   embargo,	   en	   el	   caso	   de	   C.	   testosteroni,	   se	   obtuvo	   una	  
estirpe	  mutante	  para	  el	  gen	  tesI	   (homólogo	  a	  kst4D	  de	  Rhodococcus	  spp.)	  que	  mostraba	  
limitaciones	  en	  el	  crecimiento	  en	  androsterona	  (3-­‐hidroxiesterol	  saturado)	  (Horinouchi	  et	  
al.,	  2003b).	  
	  
	  
Al	  tratarse	  de	  flavoproteínas,	  y	  al	  igual	  que	  ocurría	  en	  el	  caso	  de	  las	  colesterol	  oxidasas,	  se	  
ha	  localizado	  la	  secuencia	  conservada	  Gly-­‐X-­‐Gly-­‐X-­‐X-­‐Gly	  de	  unión	  a	  FAD	  en	  el	  extremo	  N-­‐
terminal	  de	   las	  KstDs	   (Choi	  et	  al.,	  1995;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000).	  Estudios	  basados	  en	  
mutagénesis	  dirigida	  de	  KstD	  de	  Rhodococcus	  rhodochrous	  permitieron	  la	  identificación	  de	  
varios	   residuos	   de	   tirosina	   que	   eran	   esenciales	   para	   su	   actividad.	   De	   este	   modo,	   se	  
propuso	   que	   las	   tirosinas	   Y104	   y	   Y116	   están	   implicadas	   en	   la	   unión	   al	   sustrato	   esteroide,	  
mientras	  que	  Y121	  es	  importante	  en	  la	  función	  catalítica	  (Fujii	  et	  al.,	  1999).	  Sin	  embargo,	  en	  
el	  resto	  de	  KstDs	  descritas	  hasta	  la	  fecha,	  sólo	  Y121	  se	  encuentra	  conservada.	  En	  el	  caso	  de	  
KstD2	  de	  R.	  erythropolis,	  mediante	  mutagénesis	  por	  irradiación	  con	  luz	  UV,	  se	  determinó	  
que	   los	   residuos	   de	   treonina	   T503	   y	   serina	   S325	   son	   esenciales	   para	   actividad	   de	   esta	  
proteína	   (van	   der	   Geize	   et	   al.,	   2002a).	   Mientras	   que	   S325	   sólo	   está	   parcialmente	  
conservada	   entre	   las	   proteínas	   KstD2,	   T503	   forma	   parte	   de	   una	   región	   altamente	  
conservada	  en	  todas	  las	  KstDs	  de	  Rhodococcus	  spp.	  
A	  pesar	  de	  que	  el	   aceptor	   final	  de	  electrones	  natural	  de	   las	  KstDs	  no	   se	   conoce,	   se	  han	  
utilizado	  diferentes	  aceptores	  de	  electrones	  artificiales	  en	  ensayos	  cinéticos	  con	  el	  fin	  de	  
determinar	   la	   actividad	   de	   estas	   enzimas,	   como	   DCPIP	   (2,6-­‐diclorofenolindofenol),	   PMS	  
(metosulfato	   de	   fenazina)	   +	   NBT	   (nitroazul	   de	   tetrazolio),	   azul	   de	   Wurster	   (TMPD:	  
N,N,N’,N’-­‐tetrametil-­‐p-­‐fenilendiamina)	  y	  vitamina	  K3	  (Abul-­‐Hajj,	  1978;	  Plesiat	  et	  al.,	  1991;	  
van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000).	  
En	   lo	  referente	  a	   la	  regulación	  de	   la	  expresión	  de	   los	  genes	  kstDs,	  mediante	  estudios	  de	  
microarrays	   en	   R.	   jostii	   RHA1	   se	   ha	   demostrado	   que	   kstD	   (ro04532)	   se	   induce	   por	  
colesterol,	   mientras	   que	   otras	   kstDs	   también	   presentes	   en	   su	   genoma	   se	   inducen	   en	  
presencia	   de	   7-­‐cetocolesterol	   (Mathieu	   et	   al.,	   2010).	   En	   el	   caso	   de	  R.	   erythropolis	   IMET	  
7030,	   mediante	   microscopía	   electrónica	   se	   detectó	   la	   presencia	   de	   esteroide-­‐1-­‐
deshidrogenasa	   tanto	   en	   células	   inducidas	   con	   17α-­‐metil-­‐testosterona,	   como	   en	   las	   no	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inducidas.	  La	   intensidad	  de	  marcaje	  es	  mucho	  mayor	  en	   las	  células	   inducidas	   respecto	  a	  
las	   no	   inducidas,	   lo	   que	   sugiere	   una	   actividad	   basal	   que	   se	   ve	   incrementada	  
significativamente	  en	  caso	  de	  inducción	  (Wagner	  et	  al.,	  1992).	  	  
	  
Aplicaciones	  biotecnológicas	  
Una	  aplicación	  biotecnológica	  relacionada	  con	  las	  enzimas	  KstDs	  consiste	  en	  la	  utilización	  
de	  cepas	  degradadoras	  de	  fitoesteroles	  para	  la	  producción	  de	  AD	  y	  ADD,	  los	  cuales	  serían	  
posteriormente	   utilizados	   en	   la	   síntesis	   de	   compuestos	   esteroideos	   de	   interés	  
farmacológico.	   La	   posibilidad	   de	   inactivar	   o	   sobreexpresar	   las	   actividades	   KstD	   de	   un	  
modo	  racional	  permite	  la	  acumulación	  selectiva	  de	  estos	  compuestos	  (Wei	  et	  al.,	  2010).	  
	  
4.	  Rhodococcus	  spp.	  como	  herramienta	  biotecnológica	  
Características	  del	  género	  Rhodococcus	  
Las	   bacterias	   del	   género	   Rhodococcus	   pertenecen	   al	   grupo	   de	   los	   actinomicetos.	   Son	  
aeróbicas,	   Gram-­‐positivas,	   inmóviles,	   no	   formadoras	   de	   esporas	   y	   nocardioformes	  
(Goodfellow,	   1989).	   El	   término	   nocardioforme	   es	   morfológicamente	   descriptivo,	   y	   se	  
refiere	   al	   crecimiento	   en	  micelio,	   con	   fragmentaciones	   en	   forma	   de	   varilla	   o	   elementos	  
cocoides	   (Lechevalier,	   1989).	   Contienen	   ácidos	   micólicos	   en	   su	   pared	   y	   su	   genoma	  
presenta	   un	   alto	   contenido	   en	   GC	   (67-­‐73%)	   (Goodfellow	   et	   al.,	   1998).	   Las	   especies	   del	  
género	   Rhodococcus	   han	   sido	   aisladas	   mayoritariamente	   del	   suelo.	   Sin	   embargo,	   están	  
ampliamente	  distribuidas	  en	  otros	  muchos	  ambientes,	  e	  incluso	  han	  llegado	  a	  aislarse	  en	  
lugares	  tan	   inhóspitos	  como	  desiertos	   (Hernández	  et	  al.,	  2008;	  Mayilraj	  et	  al.,	  2006)	  o	   la	  
Antártida	  (Bej	  et	  al.,	  2000).	  La	  gran	  mayoría	  de	  las	  especies	  pertenecientes	  a	  este	  género	  
son	   inocuas,	   pero	   se	   han	   descrito	   algunas	   especies	   patógenas	   de	   plantas,	   como	  
Rhodococcus	  fascinas,	  y	  animales,	  como	  R.	  equi.	  Éste	  último	  es	  un	  patógeno	  de	  caballos,	  
pero	  es	  capaz	  de	  infectar	  también	  a	  humanos	  inmunodeprimidos	  (Bell	  et	  al.,	  1998).	  
Diversos	   estudios	   llevados	   a	   cabo	   con	   rhodococci	   han	   demostrado	   una	   diversidad	  
metabólica	  impresionante.	  Son	  capaces	  de	  degradar	  una	  amplia	  variedad	  de	  compuestos	  
orgánicos	  como	  única	  fuente	  de	  carbono	  y	  energía,	   incluyendo	  hidrocarburos	  gaseosos	  y	  
xenobióticos,	   como	   hidrocarburos	   alifáticos,	   aromáticos	   y	   clorados,	   compuestos	  
halogenados	  y	  heterocíclicos	  (Larkin	  et	  al.,	  2005;	  Martínková	  et	  al.,	  2009;	  van	  der	  Geize	  &	  
Dijkhuizen,	   2004).	   El	   contenido	   en	   ácidos	   micólicos	   de	   su	   membrana	   externa	   podría	  
contribuir	   a	   su	   excepcional	   habilidad	   para	   degradar	   un	   amplio	   rango	   de	   compuestos,	  
incluyendo	   contaminantes	   ambientales	   (Iwabuchi	   et	   al.,	   2002).	   Además,	   la	   presencia	   de	  
estos	  ácidos	  micólicos	   les	  permite	  adherirse	  a	   las	   interfases	  aceite-­‐agua	   (Neu,	  1996).	  Así	  
mismo,	   los	   rhodococci	   son	  muy	   eficientes	   capturando	   compuestos	   hidrofóbicos,	   lo	   que	  
está	   facilitado	  por	   la	   producción	  de	   surfactantes	   (Bicca	   et	   al.,	   1999).	  Dada	   su	   capacidad	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para	   sobrevivir	   a	   largo	   plazo	   en	   el	   suelo,	   su	   habilidad	   para	   degradar	   contaminantes	  
hidrofóbicos	  y	  acumular	  altos	  niveles	  de	  metales	  pesados,	  los	  rhodococci	  son	  organismos	  
idóneos	  para	  las	  tareas	  de	  biorremediación	  (Kulakov	  &	  Larkin,	  2002).	  	  
	  
Herramientas	  genéticas	  
En	  cuanto	  a	   las	  herramientas	  genéticas	  disponibles	  para	   la	  experimentación	  con	  estirpes	  
del	   género	   Rhodococcus,	   éstas	   se	   han	   ido	   desarrollando	   en	   los	   últimos	   años.	   Se	   han	  
construido	  varios	  vectores	   lanzadera	  Rhodococcus	   -­‐	  E.	   coli,	   los	  cuales	  han	  sido	  utilizados	  
para	  estudios	  de	  expresión	  génica,	  estudios	  de	  funcionalidad,	  así	  como	  para	  la	  elaboración	  
de	  librerías	  genómicas	  (Chiba	  et	  al.,	  2007;	  De	  Mot	  et	  al.,	  1997;	  Hashimoto	  et	  al.,	  1992;	  Hill	  
et	  al.,	  1989;	  Matsui	  et	  al.,	  2006;	  Singer	  &	  Finnerty,	  1988;	  Vesely	  et	  al.,	  2003).	  La	  Tabla	  4	  
recoge	  algunos	  de	   los	  principales	  vectores	  utilizados	  en	   rhodococci.	   La	  disponibilidad	  de	  
sistemas	  de	  expresión	  eficientes	  en	  Rhodococcus	  spp.,	  como	  el	  vector	  pTip	  (Nakashima	  &	  
Tamura,	  2004)	  así	  como	  vectores	  basados	  en	  transposones	  (Sallam	  et	  al.,	  2007;	  Sallam	  et	  
al.,	   2010),	   ha	   facilitado	   considerablemente	   la	   producción	   de	   enzimas	   de	   estas	   especies.	  
Además,	  se	  han	  desarrollado	  estrategias	  para	  la	  construcción	  de	  mutaciones	  aleatorias	  o	  
dirigidas	  (Fernandes	  et	  al.,	  2001;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000),	   lo	  que	  ha	  permitido	  realizar	  
análisis	  funcionales	  de	  genes	  y	  enzimas.	  	  
	  
	  
Tabla	  4.	  Principales	  vectores	  utilizados	  en	  la	  experimentación	  con	  Rhodococcus	  
	  
Abreviaturas:	  Thio:	  tioestreptona;	  Ap:	  ampicilina;	  Km:	  kanamicina;	  Cm:	  cloramfenicol;	  GFP:	  proteína	  
verde	  fluorescente	  (green	  fluorescent	  protein).	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Genomas	  secuenciados	  
La	  Tabla	  5	  recoge	  las	  características	  de	  los	  genomas	  de	  Rhodococcus	  secuenciados	  hasta	  la	  
fecha.	  La	  secuenciación	  del	  genoma	  de	  R.	  jostii	  RHA1	  (9.7Mb)	  ha	  revelado	  una	  diversidad	  
genética	   inmensa	   (McLeod	   et	   al.,	   2006)	   y,	   consecuente	   con	   el	   gran	   tamaño	   de	   este	  
genoma,	  se	  ha	  detectado	  un	  grado	  de	  redundancia	  génica	  considerable.	  La	  presencia	  de	  
genes	  homólogos	  funcionales	  podría	  capacitar	  a	  esta	  bacteria	  para	  adaptar	  su	  catabolismo	  
y	  degradar	  un	  gran	  número	  de	  sustratos.	  	  
Por	  otra	  parte,	  la	  disponibilidad	  de	  la	  secuencia	  del	  genoma	  de	  varias	  especies	  del	  género	  
Rhodococcus	   y	   el	   desarrollo	   de	   las	   técnicas	   de	   genética	   molecular,	   aproximaciones	  
bioquímicas,	   transcriptómicas	   y	   proteómicas,	   han	   permitido	   dilucidar	   rutas	   e	   investigar	  
enzimas	   implicadas	   en	   el	   catabolismo	   de	   gran	   variedad	   de	   compuestos,	   como	   estireno	  
(Patrauchan,	   2007),	   fenilacetato	   (Navarro	   Llorens	   et	   al.,	   2005),	   ftalato	   y	   benzoato	  
(Patrauchan	   et	   al.,	   2005),	   nitrosodimetilamina	   (Sharp	   et	   al.,	   2007),	   ésteres	   de	   difenilo	  
polibromados	  (Robrock	  et	  al.,	  2009)	  y	  colesterol	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007),	  entre	  otros.	  
	  
	  
Tabla	  5.	  Genomas	  de	  especies	  del	  género	  Rhodococcus	  secuenciados	  hasta	  la	  fecha.	  Se	  especifica	  el	  
tipo	   de	  DNA	   (cromosoma	  o	   plásmido),	   tamaño,	   contenido	   en	  GC,	   número	  de	   genes	   y	   número	  de	  
acceso	  a	  la	  base	  de	  datos	  de	  GenBank.	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Aplicaciones	  biotecnológicas	  
Los	  actinomicetos	  en	  general	  resultan	  de	  gran	  interés	  como	  biorreactores	  en	  aplicaciones	  
industriales,	   en	   la	   agricultura,	   medioambiente	   o	   en	   el	   ámbito	   farmaceútico	   por	   dos	  
razones:	   primero,	   poseen	   una	   gran	   diversidad	   metabólica;	   y	   segundo,	   algunas	   de	   las	  
enzimas	  que	  producen	  son	  muy	  útiles	   industrialmente.	   La	  versatilidad	  metabólica	  de	   los	  
rhodococci,	   junto	   a	   su	   gran	   tolerancia	   al	   estrés	   (Leblanc	   et	   al.,	   2008)	   y	   sus	   tasas	   de	  
crecimiento	   relativamente	   rápidas,	   ha	   llevado	   al	   uso	   de	   diferentes	   especies	   de	  
Rhodococcus	   en	   numerosas	   aplicaciones	   de	   biorremediación	   y	   biocatálisis.	   A	   modo	   de	  
ejemplo:	  
1. La	   producción	   de	   acrilamida	   a	   partir	   de	   acrilonitrilo	   utilizando	   Rhodococcus	  
rhodochrous	  J1,	  es	  una	  de	   las	  biotransformaciones	  microbianas	  con	  mayor	  éxito	  
comercial	  (Kobayashi	  et	  al.,	  1998).	  
2. Las	  actinobacterias,	   y	  en	  especial	   los	   rhodococci,	  poseen	  una	   inusual	   capacidad	  
de	  degradar	  compuestos	  esteroideos,	   lo	  cual	   se	   recoge	  en	  diferentes	   revisiones	  
(Donova,	  2007;	  García	  et	  al.,	  2012;	  Sedlaczek,	  1988).	  
3. Otra	  aplicación	  muy	  interesante	  consiste	  en	  la	  utilización	  de	  cepas	  degradadoras	  
de	  productos	  de	  desecho	  para	  la	  obtención	  de	  compuestos	  útiles.	  Un	  ejemplo	  es	  
el	   caso	  de	  Rhodococcus	   aetherivorans	   IAR1,	   la	   cual	   es	   capaz	  de	  utilizar	   tolueno	  
(contaminante	   volátil)	   como	   única	   fuente	   de	   carbono,	   con	   la	   consecuente	  
producción	   del	   plástico	   biodegradable	   PHBV	   (copolímero	   de	   3-­‐hidroxibutirato	   y	  
3-­‐hidroxivalerato)	  (Hori	  et	  al.,	  2009).	  	  
Por	  otra	  parte,	  los	  actinomicetos	  en	  general	  sirven	  de	  células	  huésped	  para	  la	  producción	  
de	   proteínas	   recombinantes,	   sobre	   todo	   para	   aquellas	   proteínas	   de	   bacterias	   Gram-­‐
positivas	   que	   no	   se	   expresan	   apropiadamente	   en	   E.	   coli	   (Nakashima	   et	   al.,	   2005).	   En	  
particular,	  Rhodococcus	  spp.	  toleran	  la	  presencia	  de	  varios	  disolventes	  orgánicos	  o	  tóxicos,	  
lo	  cual	  puede	  ser	  útil	  en	  la	  optimización	  de	  determinados	  procesos	  de	  síntesis	  (Nakashima	  
et	  al.,	  2005)	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OBJETIVOS	  
Tal	   y	   como	   se	   ha	   comentado	   en	   la	   introducción,	   dado	   el	   carácter	   contaminante	   del	  
colesterol	  y	  sus	  derivados	  así	  como	  sus	  posibles	  aplicaciones	  biotecnológicas,	  el	  estudio	  de	  
las	   rutas	   catabólicas	  microbianas	   responsables	   de	   la	   degradación	   del	   colesterol	   y	   de	   su	  
transformación	  en	  intermediarios	  generales	  es	  un	  tema	  de	  actualidad	  y	  de	  gran	  interés.	  	  	  
	  
El	  objetivo	  principal	  de	  este	  trabajo	  consiste	  en	  el	  estudio	  de	   los	  genes	   implicados	  en	   la	  
ruta	  de	  degradación	  del	   colesterol	  en	  bacterias	  del	   género	  Rhodococcus,	   para	   lo	   cual	   se	  
marcaron	   los	   siguientes	  objetivos	  parciales	   (entre	  paréntesis	   se	  especifican	   los	  Capítulos	  
en	  los	  que	  se	  ha	  abordado	  cada	  objetivo):	  
	  
	  
1.	  Aislamiento	  de	  estirpes	  bacterianas	  capaces	  de	  degradar	  colesterol	  y	  otros	  esteroides.	  
Además	   del	   estudio	   del	   catabolismo	   del	   colesterol	   en	   estirpes	   de	   la	   colección	   del	  
laboratorio,	   con	   el	   desarrollo	   de	   este	   objetivo,	   se	   pretende	   ampliar	   el	   conjunto	   de	  
bacterias	  con	  las	  que	  abordar	  el	  trabajo	  (Capítulos	  1	  y	  6).	  
2.	  Identificación,	  aislamiento	  y	  caracterización	  de	  genes	  implicados	  en	  el	  catabolismo	  del	  
colesterol.	  En	  el	  desarrollo	  de	  este	  objetivo,	  se	  prestará	  especial	  atención	  a	  los	  genes	  
codificantes	   de	   las	   activades	   colesterol	   oxidasa	   (ChoOx)	   y	   3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐
deshidrogenasa	  (KstD),	  en	  las	  cuales	  se	  centrarán	  el	  resto	  de	  objetivos	  (Capítulos	  3,	  4A,	  
4B,	  5A,	  5B	  y	  6).	  
3.	  Estudios	   de	   funcionalidad	  de	   los	   genes	   choOxs	   y	  kstDs.	  Para	   la	   consecución	   de	   este	  
objetivo,	   se	   construirán	   mutantes	   defectivos	   en	   estas	   actividades.	   Se	   analizará	   el	  
efecto	  de	  las	  mutaciones	  en	  cuanto	  a	  la	  capacidad	  de	  crecimiento	  en	  esteroides	  y,	  así	  
mismo,	   se	   procederá	   a	   la	   detección	   de	   posibles	   intermediarios	   acumulados	   como	  
consecuencia	  de	  las	  mutaciones	  (Capítulos	  4A	  y	  5A).	  
4.	  Ensayos	  de	  actividad	  enzimática.	  Se	  analizarán	   las	  actividades	  ChoOx	  y	  KstD	  tanto	  en	  
las	   estirpes	   silvestres	   como	   en	   las	   mutantes.	   Por	   otro	   lado,	   se	   procederá	   a	   la	  
hiperexpresión	  de	  las	  proteínas	  ChoOxs	  y	  KstDs	  (en	  E.	  coli	  o	  en	  Rhodococcus	  sp.)	  para	  
el	   posterior	   análisis	   de	   su	   actividad	   utilizando	   diferentes	   sustratos	   esteroideos	  
(Capítulos	  4A,	  4B	  y	  5A).	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5.	   Estudios	   de	   regulación	   de	   la	   expresión	   de	   enzimas	   catabólicas.	  Mediante	   análisis	   in	  
silico	  de	   las	   regiones	  genómicas	  en	   las	  que	  se	  ubican	   los	  genes	  objeto	  de	  estudio,	  se	  
localizarán	  promotores	  putativos	  y	  posibles	  zonas	  de	  unión	  a	  reguladores.	  Además,	  se	  
realizarán	  estudios	  de	  RT-­‐PCR,	  para	  determinar	  el	  comportamiento	  (inducible	  o	  no)	  de	  
los	  diferentes	  genes,	  así	  como	  para	  la	  detección	  de	  posibles	  tránscritos	  policistrónicos	  
(Capítulos	  4A,	  4B	  y	  5A).	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CAPÍTULO	  3	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Morphological,	  physiological	  and	  molecular	  
characterization	  of	  a	  newly	  isolated	  	  
steroid-­‐degrading	  actinomycete,	  identified	  as	  	  
Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	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Abstract	  
The	   aerobic	   degradation	   of	   cholesterol,	   testosterone,	   androsterone,	   progesterone	   and	  
further	  steroid	  compounds	  as	  sole	  carbon	  source	  has	  been	  observed	   in	  the	   in	  the	  newly	  
isolated	  bacterial	  Gram-­‐positive	  strain	  Chol-­‐4.	  
The	   16S	   rRNA	  gene	   sequence	   shares	   the	   greatest	   similarity	  with	  members	   of	   the	   genus	  
Rhodococcus,	  with	   the	   closest	   shared	   nucleotide	   identities	   of	   98-­‐99%	  with	  Rhodococcus	  
ruber	   (DSM	  43338T)	  and	  Rhodococcus	  aetherivorans	   (DSM	  44752T).	  Phylogenetic	  analysis	  
of	   Rhodococcus	   16S	   rRNA	   gene	   sequences	   consistently	   places	   strain	   Chol-­‐4	   in	   a	   clade	  
shared	  with	   those	   both	   type	   strains	  within	   the	  Rhodococcus	   rhodochrous	   subclade.	   The	  
results	  of	  DNA-­‐DNA	  hybridization	  against	  its	  two	  phylogenetically	  closest	  neighbors	  as	  well	  
as	  the	  results	  of	  morphological,	  physiological	  and	  biochemical	  tests	  allowed	  genotypic	  and	  
phenotypic	  differentiation	  of	  strain	  Chol-­‐4	  from	  Rhodococcus	  ruber	   (DSM	  43338T)	  on	  the	  
species	  level	  and	  from	  the	  other	  validly	  described	  Rhodococcus	  species	  on	  the	  genus	  level.	  
Strain	   Chol-­‐4	   therefore	  merits	   recognition	   as	   a	   novel	   strain	   of	   the	   species	  Rhodococcus	  
ruber	   and	  demonstrates	   for	   the	   first	   time	   the	  capability	  of	   this	   species	   to	  utilize	  a	  great	  
variety	  of	  steroid	  compounds	  as	  growth	  substrates	  never	  shown	  for	  other	  species	  of	  this	  
genus	  so	  far.	  The	  genome	  of	  strain	  Chol-­‐4	  harbors	  at	   least	  one	  gene	  cluster	  that	  may	  be	  
responsible	  for	  the	  degradation	  of	  steroid	  compounds.	  This	  gene	  cluster	  was	  identified	  in	  
a	  cloned	  5458	  bp	  BamHI-­‐EcoRV	  DNA	  fragment	  and	  compared	  to	  similar	  genes	  from	  other	  
Gram-­‐positive	  and	  Gram-­‐negative	  bacteria	  described	  so	  far.	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Introduction	  
The	   genus	  Rhodococcus,	   possesses	   outstanding	  metabolic	   and	   nutritional	   versatility	   and	  
has	  been	  isolated	  from	  a	  wide	  range	  of	  habitats	  such	  as	  soil,	  sea	  water,	  rhizosphere,	  waste	  
water	   and	   activated	   sludge,	   as	   well	   as	   pathogens	   from	   mammalian	   and	   plant	   samples	  
(Finnerty,	   1992;	   Larkin	   et	   al.,	   1998;	   van	   der	  Geize	  &	  Dijkhuizen,	   2004).	   They	   have	   been	  
widely	  studied	  due	  to	  their	  production	  of	  secondary	  metabolites	  and	  also	  because	  of	  their	  
ability	  to	  aerobically	  degrade	  environmental	  toxins	  and	  persistence	  compounds.	  Some	  of	  
these	   include	   aromatic	   compounds	   such	   as	   toluene,	   phenol,	   benzoate,	   aniline,	  
naphthalene,	  biphenyl	  as	  well	  as	  chlorinated	  aromatic	  and	  aliphatic	  compounds,	  such	  as	  
chlorobenzene,	   dichlorobenzene,	   trichloroethene	   and	   vinyl	   chloride	   (Bock	   et	   al.,	   1996;	  
Füchtenbusch	   et	   al.,	   1998;	   Goodfellow	   et	   al.,	   2004;	   Li	   et	   al.,	   2006;	  Malachowsky	   et	   al.,	  
1994;	  Rehfuss	  &	  Urban,	  2005;	  van	  der	  Geize	  &	  Dijkhuizen,	  2004;	  Yoon	  et	  al.,	  2000a;	  Yoon	  
et	  al.,	  2000b;	  Zaitsev	  et	  al.,	  1995;	  Zhukov	  et	  al.,	  2007	  ).	  
The	   ability	   to	   convert	   steroid	   compounds	   by	   bacteria	   is	  well-­‐documented	   and	  has	   been	  
utilized	  by	  the	  pharmaceutical	  industry	  to	  synthesize	  novel	  steroid	  products.	  Nevertheless,	  
it	   is	   still	  not	  known	  with	  enough	  precision	  how	  steroids	   like	  cholesterol	  are	  mineralized,	  
even	  being	  this	  compound	  one	  of	  the	  most	  abundant	  molecules	  in	  nature	  and	  one	  of	  the	  
best	   studied,	   and	   particularly,	   due	   to	   its	   implication	   in	   eukaryotic	   development,	   and	  
specially,	   by	   its	   relationship	   with	   human	   health.	   Therefore,	   we	   carried	   out	   screening	  
experiments	   with	   cholesterol,	   testosterone,	   and	   other	   steroid	   compounds	   as	   the	   only	  
carbon	  and	  energy	  source	  for	  bacterial	  growth	  with	  the	  objective	  to	  find	  novel	  and	  potent	  
aerobic	  steroid-­‐degrading	  (e.g.,	  environmental	  aspect	  such	  as	  bioremediation)	  or	  steroid-­‐
transforming	  (e.g.,	  pharmacological	  aspect	  such	  as	  biosynthesis	  of	  new	  steroids)	  bacteria.	  
A	   few	   strains	   were	   isolated	   from	   a	   sewage	   sludge	   sample.	   In	   this	   study,	   by	   using	   a	  
polyphasic	  taxonomic	  approach,	  we	  clarify	  the	  taxonomic	  position	  of	  one	  of	  these	  newly	  
isolated	  steroid-­‐degrading	  strains	  and	  describe	  a	  novel	  strain	  of	  the	  species	  Rhodococcus	  
ruber	   that	   exhibits	   exemplary	   steroid	   degradation	   capability	   by	   harboring	   the	  
corresponding	  genes.	  Of	  the	  steroids	  tested	  in	  this	  study,	  strain	  Chol-­‐4	  utilizes	  cholesterol,	  
cholestenone,	   testosterone,	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	   (AD),	  1,4-­‐androstadiene-­‐3,17-­‐dione	  
(ADD),	  pregnenolone,	  progesterone,	  androsterone,	  dihydroandrosterone,	  and	  β-­‐estradiol	  
as	  sole	  carbon	  sources.	  The	  data	  presented	  in	  this	  study	  shows	  the	  richness	  of	  metabolic	  
activities	   of	   the	   species	   R.	   ruber	   and	   widen	   our	   view	   about	   the	   possible	   industrial	   and	  
environmental	  application	  of	  this	  species.	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Materials	  and	  methods	  
Isolation,	  maintenance	  and	  cultivation	  
Strain	   Chol-­‐4	   was	   isolated	   from	   a	   sewage	   sludge	   sample	   from	   a	   wastewater	   treatment	  
plant	   in	   Ciudad	   Real	   (Spain)	   by	   enriching	   a	   mixed	   culture	   in	   minimal	   medium	   (sterile	  
filtered	  medium	  457	  of	   the	  DSMZ,	  Braunschweig,	  Germany)	  with	  cholesterol	  as	   the	  only	  
carbon	  and	  energy	  source	  under	  aerobic	  conditions	  at	  30	  °C	  in	  a	  rotary	  shaker	  (250	  rpm)	  
for	  7	  days.	  Thereafter,	  strain	  Chol-­‐4	  was	  isolated	  by	  repeatedly	  streaking	  on	  Luria-­‐Bertani	  
(LB)	  medium	  agar	  plates	  until	  a	  pure	  culture	  was	  achieved.	  Strain	  Chol-­‐4	  was	  then	  again	  
incubated	   with	   liquid	   minimal	   medium	   and	   cholesterol	   to	   confirm	   its	   ability	   to	   use	  
cholesterol	   as	   growth	   substrate.	   Cholesterol	   (>99%	   purity;	   Sigma-­‐Aldrich)	  was	   added	   to	  
the	  medium	  directly	  as	  pure	  powder	  in	  a	  theoretical	  concentration	  of	  2	  mM	  (39	  mg	  in	  50	  
ml).	  Due	  to	  the	  very	  low	  water	  solubility	  of	  cholesterol,	  this	  cholesterol	  suspension	  served	  
as	   a	   reservoir	   from	   which	   the	   bacteria	   could	   grow	   for	   a	   long	   time.	   Other	   steroids	   like	  
cholestenone,	   testosterone,	   AD,	   ADD,	   pregnenolone,	   progesterone,	   androsterone,	  
dihydroandrosterone,	  and	  β-­‐estradiol	  were	  added	  to	   liquid	  medium	  in	  the	  same	  manner	  
and	   in	  the	  same	  theoretical	  concentration	  as	  described	  above	  for	  cholesterol.	  The	  strain	  
was	  maintained	  on	  LB	  agar	  plates	  at	  4	  °C	  for	  short-­‐term	  storage	  and	  as	  a	  cell	  suspension	  in	  
50%	  (v/v)	  glycerol-­‐LB	  at	  -­‐80	  °C	  for	  long-­‐term	  storage.	  	  
Bacterial	  biomass	  for	  the	  chemotaxonomic	  and	  molecular	  biological	  studies	  was	  routinely	  
obtained	  by	  growing	  strain	  Chol-­‐4	  in	  liquid	  LB	  medium	  in	  shake	  flasks	  for	  2-­‐3	  days	  at	  30	  °C	  
on	  a	  rotary	  shaker	  at	  250	  rpm.	  The	  harvested	  cells	  were	  washed	  twice	  in	  autoclaved	  water	  
for	  all	  investigations.	  	  
The	  type	  strains	  of	  R.	   ruber	  and	  R.	  aetherivorans	   for	  comparative	  studies	  were	  obtained	  
from	  the	  DSMZ	  (Braunschweig,	  Germany,	  deposit	  numbers	  DSM	  43338T	  and	  DSM	  44752T,	  
respectively).	   Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   is	   deposited	   in	   the	   Spanish	   and	   German	  
type	   culture	   collection	   under	   the	   deposit	   numbers	   CECT	   7469	   and	   DSM	   45280,	  
respectively.	  
	  
Phenotypic	  characterization	  
Strain	   Chol-­‐4	   was	   tested	   for	   a	   broad	   range	   of	   phenotypic	   characteristics,	   including	  
substrate	   assimilation	   (confirmed	   by	   three	   replicate	   tests)	   and	   the	   presence	   of	  mycolic	  
acids,	  determined	  by	  high-­‐temperature	  gas	  chromatography	  (Linos	  et	  al.,	  1999).	  Standard	  
protocols	  were	  also	  used	  for	  extraction	  and	  analysis	  of	  the	  isomers	  of	  diaminopimelic	  acid,	  
menaquinones,	  and	  whole-­‐organism	  sugars	  (Goodfellow	  et	  al.,	  2004)	  using	  the	  type	  strain	  
of	  R.	   ruber	   (DSMZ	   43338T)	   as	   control.	   For	   comparative	   fatty	   acid	  methyl	   ester	   analysis,	  
biomass	  was	   harvested	   at	   the	   late	   exponential	   growth	   phase.	   The	  whole-­‐cell	   fatty	   acid	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composition	   was	   determined	   by	   means	   of	   capillary	   gas	   chromatography	   analysis	   and	  
preparation	   was	   carried	   out	   using	   a	   method	   described	   by	   Miller	   and	   Berger	   (Miller	   &	  
Berger,	  1985).	  
	  
16S	  rRNA	  gene	  phylogenetic	  analysis	  and	  DNA:DNA	  hybridization	  	  
Genomic	   DNA	   extraction	   and	   PCR-­‐mediated	   amplification	   of	   the	   16S	   rRNA	   gene	   were	  
carried	   out	   using	   the	   procedures	   described	   by	   Rainey	   et	   al.	   (Rainey	   et	   al.,	   1996).	   The	  
resulting	  16S	  rRNA	  gene	  sequence	  was	  aligned	  with	  the	  corresponding	  sequences	  of	  type	  
strains	  of	  species	  of	  the	  genus	  Rhodococcus	  with	  validly	  published	  names	  (with	  Gordonia	  
cholesterolivorans	  CECT	  7408T	  as	   the	  out-­‐group	   (Drzyzga	  et	  al.,	  2009)	   retrieved	  from	  the	  
GenBank/EMBL/DDBJ	  databases	  using	  the	  MegAlignTM	  expert	  sequence	  analysis	  software	  
(version	  6.1	  from	  DNASTAR	  Inc.).	  Tree	  topologies	  were	  evaluated	  by	  performing	  neighbor-­‐
joining,	   maximum	   parsimony,	   and	   maximum-­‐likelihood	   analyses	   with	   different	   sets	   of	  
filters.	   Only	   sequences	   with	   at	   least	   1300	   nt	   were	   used	   for	   the	   calculation	   of	   different	  
trees.	  Tree	  topologies	  were	  evaluated	  by	  bootstrap	  analysis	  based	  on	  1000	  resamplings.	  	  
Spectroscopic	  DNA-­‐DNA	  hybridization	  experiments	  were	  carried	  out	   in	  2	  x	  SSC	  with	  10%	  
formamide	   at	   70	   °C	  between	  DNA	   extracted	   from	   strain	   Chol-­‐4	   and	   its	   phylogenetically	  
closest	  neighbors	  R.	  ruber	  (DSM	  43338T)	  and	  R.	  aetherivorans	  (DSM	  44752T)	  according	  to	  
the	  protocols	  of	  De	  Ley	  et	  al.	  (De	  Ley	  et	  al.,	  1970)	  and	  Huss	  et	  al.	  (Huss	  et	  al.,	  1983).	  DNA-­‐
DNA	   hybridization	   was	   done	   by	   the	   identification	   service	   of	   the	   DSMZ	   (Braunschweig,	  
Germany).	  
	  
Genotypic	  characterization	  
Genomic	  DNA	  of	  strain	  Chol-­‐4	  was	  extracted	  using	  protocols	  previously	  described	  for	  the	  
Gram-­‐positive	   species	  Arthrobacter	   oxydans	   CECT386	   (Navarro	   Llorens	   et	   al.,	   2008).	   For	  
Southern	   blot	   and	   subsequent	   colony	   blot	   hybridizations,	   a	   1.67	   kb	   digoxigenin-­‐labeled	  
probe	   was	   used	   to	   find	   genomic	   regions	   harboring	   putative	   genes	   encoding	   steroid-­‐
degrading	  enzymes.	  This	  probe	  was	  a	  PCR	  amplification	  product	  of	  hsa	  (=tes)	  genes	  from	  
genomic	  DNA	  of	  strain	  Chol-­‐4	  by	  using	  the	  primer	  pair	  CH6	  (5’-­‐cttggagaacccgtagttgaacgag-­‐
3’)	   and	   CH8	   (5’-­‐catgcagcagatgatgggcgt-­‐3’).	   These	   two	   primers	   were	   designed	   from	   a	  
consensus	  sequence	  for	  the	  genes	  hsaF	  and	  hsaE	  from	  R.	  jostii	  RHA1	  (accession	  numbers	  
YP_704479	   and	   YP_704477)	   and	  Nocardia	   (N.)	   farcinica	   IFM	   10152	   (accession	   numbers	  
YP_116673	   and	   YP_116671).	   A	   genomic	   library	   was	   constructed	   from	   strain	   Chol-­‐4	  
genomic	  DNA	  using	  the	  vector	  pBluescript	  II	  KS+	  and	  E.	  coli	  DH5αF’	  as	  host.	  After	  bacterial	  
transformation	   by	   applying	   the	   heat	   shock	   method	   and	   colony	   hybridization	   using	   the	  
same	  probe	  as	  mentioned	  before	  and	  according	  to	  standard	  protocols	  (Navarro	  Llorens	  et	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al.,	   2008),	   a	   clone	   with	   a	   5458	   bp	   BamHI–EcoRV	   DNA	   fragment	   of	   strain	   Chol-­‐4	   was	  
obtained	   harboring	   a	   gene	   cluster	   putatively	   involved	   for	   the	   degradation	   of	   steroid	  
compounds.	   After	   sub-­‐cloning	   and	   sequencing	   of	   this	   fragment,	   nucleotide	   and	   protein	  
sequence	   similarity	   searches	   were	  made	   using	   the	   BlastP,	   BlastN,	   and	   BlastX	   programs	  
from	  the	  NCBI	  server	  (http://	  blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).	  	  
The	  GenBank	   accession	   numbers	   for	   the	   16S	   rRNA	   gene	   sequence	   and	   the	   sequence	  of	  
one	   gene	   cluster	   possibly	   responsible	   for	   steroid	   degradation	   of	   strain	   Chol-­‐4	   are	  
EU878550	  and	  FJ842098,	  respectively.	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Results	  and	  Discussion	  
Taxonomic	  assignment	  of	  strain	  Chol-­‐4	  	  
The	   genus	   assignment	  was	   confirmed	   by	   16S	   rRNA	   gene	   sequence	   analysis.	   The	   almost	  
full-­‐length	  16S	  rRNA	  gene	  sequence	  (1348	  nt)	  of	  strain	  Chol-­‐4	  was	  used	  for	  BLAST	  searches	  
against	   the	  GenBank/EMBL/DDBJ	   databases,	  which	   showed	   that	   this	   strain	   is	   related	   to	  
members	  of	  the	  genus	  Rhodococcus	  with	  an	  intrageneric	  relatedness	  ranging	  from	  83.0	  to	  
99.1%	   sequence	   similarity.	   Thereafter,	   this	   sequence	   was	   aligned	   with	   nearly	   complete	  
16S	   rRNA	   gene	   sequences	   of	   validly	   described	   type	   strains	   of	   the	   genus	   Rhodococcus.	  
Aligned	   sequences	   were	   subject	   to	   maximum-­‐parsimony,	   maximum-­‐likelihood,	   and	  
neighbor-­‐joining	  analysis	  for	  tree	  construction.	  Results	  are	  displayed	  in	  Supplementary	  Fig.	  
1.	   Phylogenetic	   analysis	   using	   the	   three	   methods	   mentioned	   above	   clearly	   and	  
consistently	  placed	  strain	  Chol-­‐4	  within	  the	  R.	  rhodochrous	  subclade	  in	  a	  coherent	  cluster	  
with	  R.	  aetherivorans	   (DSM	  44752T)	  and	  R.	   ruber	   (DSM	  43338T),	  which	   share	  a	  98.3	  and	  
99.1%	   16S	   rRNA	   gene	   nucleotide	   similarity,	   respectively,	   with	   strain	   Chol-­‐4.	   Due	   to	   the	  
high	  similarity	  of	  their	  16S	  rRNA	  gene	  sequences,	  DNA–DNA	  hybridization	  was	  performed	  
to	  differentiate	  between	  strain	  Chol-­‐4	  and	  its	  two	  phylogenetically	  closest	  neighbors.	  The	  
DNA-­‐DNA	  hybridization	   value	  between	   strain	   Chol-­‐4	   and	  R.	   aetherivorans	   (DSM	  44752T)	  
was	   24.3%	   (±	   4.3%),	   which	   is	   well	   below	   the	   accepted	   70%	   threshold	   level	   for	   species	  
differentiation	  (Wayne	  et	  al.,	  1987).	  However,	  the	  DNA-­‐DNA	  hybridization	  value	  between	  
strain	  Chol-­‐4	  and	  R.	  ruber	   (DSM	  43338T)	  was	  82.8%	  (±	  2.4%),	  clearly	   indicating	  that	  both	  
strains	  belong	  to	  the	  same	  species	  level.	  	  
	  
Phenotypic	  characteristics	  of	  strain	  Chol-­‐4	  	  
The	   morphological,	   physiological,	   and	   chemotaxonomic	   characteristics	   of	   strain	   Chol-­‐4	  
were	   also	   consistent	   with	   the	   diagnostic	   properties	   of	   the	   type	   strains	   of	   the	   genus	  
Rhodococcus	  (Finnerty,	  1992;	  Goodfellow	  et	  al.,	  2004;	  Rainey	  et	  al.,	  1995a).	  Strain	  Chol-­‐4	  
is	  a	  non-­‐motile,	  non-­‐spore	  forming,	  Gram-­‐positive	  bacterium	  that	  forms	  a	  short	  mycelium	  
and	   long	  rods	  of	  variable	   length	  when	  grown	  on	  solid	  complex	  medium	  during	   the	  early	  
growth	   phase.	   Mycelia	   fragment	   into	   short	   rods	   and	   coccoid	   cells	   during	   later	   growth	  
phases.	   Colonies	   are	   pale	   orange	   to	   salmon-­‐colored	   when	   grown	   on	   LB	   agar	   plates.	  
Predominant	  colony	  elevation	  is	  convex.	  Colony	  margin	  is	  plain	  and	  predominant	  surface	  
texture	  is	  glossy	  (Table	  1).	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Table	  1.	  Characteristics	  that	  distinguish	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  from	  its	  two	  phylogenetically	  closest	  
neighbors	  	  
	  
	  
†
Measurement	  of	  cell	  densities	  of	  three	  replicate	  tests	  at	  600	  nm:	  –:	  A600	  <	  0.2;	  ±:	  A600	  0.21–0.5;	  
+:	  A600	  0.51–1.0,	  and	  ++:	  A600	  >	  1.01;	  all	  steroid	  compounds	  at	  a	  theoretical	  concentration	  of	  2	  
mM	  (see	  "Materials	  and	  methods"	  section)	  	  
*	  AD,	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione;	  ADD,	  1,4-­‐androstadiene-­‐3,17-­‐dione	  	  
a	  Data	  taken	  from	  (Rainey	  et	  al.,	  1995a)	  
b	  Data	  taken	  from	  (Goodfellow	  et	  al.,	  2004)	  
c	  EB–R–C:	  Elementary	  Branching–Rod–Coccus	  growth	  cycle;	  H–R–C:	  Hypha–Rod–Coccus	  growth	  
cycle;	  R–C:	  Rod–Coccus	  growth	  cycle.	  	  
	  
	   Rhodococcus [4, 6, 17]. Whole-cell hydrolysates of the
isolate contained meso-diaminopimelic acid as the only
diamino acid of the peptidoglycan and arabinose and gal-
actose as major cell-wall sugars, predominant amounts of
dihydrogenated menaquinones with eight isoprene units
[MK-8 (H2)] as the principal menaquinone, and mycolic
acids with chain lengths of C42–C48, setting this isolate
closely to R. ruber DSM 43338T, whereas most of the type
strains of the R. rhodochrous subclade possess mycolic
acids ranging from C36 to C46 [17]. Other type strains of the
genus Rhodococcus possess even shorter mycolic acids,
e.g., R. equi (C30–C36) or R. erythropolis (C34–C40) [17].
The mycolic acid composition of strain Chol-4 is as fol-
lows: C42, 7%; C43, 10%; C44, 24%; C45, 10%; C46, 20%;
C47, 12%, and C48, 17%.
The fatty acid pattern of strain Chol-4 contained
straight-chain saturated and unsaturated fatty acids plus
tuberculostearic acid (see Supplementary Table 1).
Although this pattern is quite similar to all Rhodococcus
species (major proportions of palmitic (C16:0), oleic (C18:1),
and tuberculostearic (10-methyl-C18:0) acid), there are
qualitative and quantitative species-specific differences. As
can be seen in Supplementary Table 1, the novel isolate
contained a relatively high proportion of C17:1
cis-8, a fatty acid
that no other type strain of the R. rhodochrous subclade
contains in relatively high percentage [14, 18].
Genomic Molecular Analyses to Detect Genes
Responsible for Steroid Degradation
Genetic data show that strain Chol-4 possess DNA
sequences homologous to genes reported to be responsible
for the degradation of cholesterol (so-called cho genes
expressing cholesterol oxidases) that in turn have a certain
similarity with genes of R. jostii RHA1 (data not shown;
[13]). Evidence was also obtained for the presence of
putative genes expressing testosterone-degrading enzymes
(so-called tes or hsa genes; Fig. 2).
A clone carrying a 5458 bp BamHI–EcoRV DNA insert
(G ? C-content, 69.7%) from a R. ruber Chol-4 genomic
library was isolated, identified, and sequenced. Bioinfor-
matic analysis of the nucleotide sequence revealed a total
of five ORFs, which showed similarity to genes from other
described bacterial species. One ORF (kstD) encodes a
protein displaying certain similarity (78% identity) with 3-
ketosteroid-delta-1-dehydrogenase of R. jostii RHA1
Table 1 Characteristics that distinguish R. ruber strain Chol-4 from
its two phylogenetically closest neighbors
Characteristic Chol-4 R. ruber
(DSM
43338T)
R. aetherivorans
(DSM 44752T)
Carbon source!
Cholesterol ?? ± –
Testosterone ?? ? ±
AD* ?? ?? ??
ADD* ?? – ??
Androsterone ± – –
Pregnenolone ± – –
Progesterone ? – –
b-Estradiol ± – –
Pyruvate (5 mM) – ± –
Phenylacetate
(3 mM)
± ? –
Mycolic acids C42–C48 C42–C48
a C38–C46
b
Morphogenetic
sequencec
EB–R–C H–R–Cb R–Cb
Colony color Pale orange
to salmon-
colored
Orange Orange to
pinkish
Colony elevation
form
Convex Upraised Upraised
Colony margin Round and
plain
Irregularly
round
wrinkles
Irregularly
round wrinkles
Colony surface texture Glossy Rough Rough
DNA–DNA
hybridization to
DNA of strain
Chol-4
n.d. 82.8% 24.3%
! Measurement of cell densities of three replicate tests at 600 nm:
–, A600\0.2; ±, A600 0.21–0.5; ?, A600 0.51–1.0, and ??, A600
[1.01; all steroid compounds at a theoretical concentration of 2 mM
(see ‘‘Mat rials and Methods’’ section)
* AD, 4-androstene-3,17-dione; ADD, 1,4-androstadiene-3,17-dione
a D ta tak n from [17]
b Data taken from [6]
c EB–R–C, elementary branching–rod–coccus growth cycle; H–R–C,
Hypha–rod–coccus growth cycle; R–C, rod–coccus growth cycle
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time [days]
0.00
0.50
1.00
1.50
2.00
2.50
3.00
3.50
O
D 
[60
0 n
m]
Fig. 1 Time course of growth of R. ruber Chol-4 in minimal medium
with some steroids (all at a theoretical concentration of 2 mM) as only
carbon source. Filled square, cholesterol; filled circle, testosterone;
filled diamond, AD (4-androstene-3,17-dione); filled triangle, ADD
(1,4-androstadiene-3,17-dione). The data are the means of the values
from triplicate measurements of duplicate incubations. The standard
deviation was always within 10% of the mean values
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The	   results	   of	   physiological	   tests	   revealed	   that	   strain	   Chol-­‐4	  was	   able	   to	   utilize	   a	   set	   of	  
carbon	   sources,	   especially	   the	   steroid	   compounds	   (Table	   1),	   that	   distinguish	   this	   novel	  
isolate	   from	   its	   closest	   phylogenetic	   relatives,	   the	   type	   strains	   of	   R.	   ruber	   and	   R.	  
aetherivorans.	  As	  an	  example,	  Fig.	  1	  shows	  growth	  curves	  of	  strain	  Chol-­‐4	  when	  utilizing	  
cholesterol,	  testosterone,	  AD,	  and	  ADD	  as	  only	  source	  of	  carbon	  and	  energy.	  The	  growth	  
of	   the	   novel	   isolate	   with	   AD	   and	   ADD,	   compounds	   that	   are	   described	   as	   degradation	  
products	  during	  the	  catabolism	  of	  cholesterol	  and	  testosterone	  (McLeod	  et	  al.,	  2006;	  van	  
der	  Geize	  et	  al.,	  2007)	  apparently	  is	  favored	  in	  comparison	  with	  growth	  using	  the	  parent	  
compounds.	   In	   addition	   to	   the	   substrates	   listed	   in	   Table	   1,	   strain	   Chol-­‐4	   also	   utilizes	  
acetamide,	   acetate,	   N-­‐acetyl-­‐D-­‐glucosamine,	   L-­‐alanine,	   4-­‐aminobutyrate,	   D-­‐arabitol,	   L-­‐
aspartate,	   benzoate,	   caprate,	   cholestenone,	  D-­‐galactose,	   glucarate,	   D-­‐glucosaminic	   acid,	  
dihydroandrosterone,	   3-­‐hydroxybenzoate,	   4-­‐hydroxybenzoate,	   i-­‐inositol,	   lactate,	   L-­‐
leucine,	   malate,	   L-­‐proline,	   protocatechuate,	   putrescine,	   L-­‐rhamnose,	   D-­‐ribose,	   L-­‐serine,	  
succinate,	   D-­‐sucrose,	   tyramine,	   and	   L-­‐valine	   for	   growth,	   but	   not	   citrate,	   gluconate,	   2-­‐
hydroxyvalerate,	  2-­‐	  oxoglutarate,	  pimelate,	  quinate,	  or	  D-­‐turnanose.	  The	  isolate	  does	  not	  
hydrolyze	   the	   chromogenic	   substrates	   p-­‐nitrophenylphosphoryl	   choline,	   2-­‐
desoxythymidine-­‐5-­‐p-­‐nitrophenyl	  phosphate,	  and	  p-­‐nitrophenyl-­‐β-­‐D-­‐xyloside.	  	  
	  
	  
Figure	  1.	  Time	  course	  of	  growth	  of	  R.	  ruber	  Chol-­‐4	  in	  minimal	  medium	  with	  some	  steroids	  (all	  at	  a	  
theoretical	   concentration	   of	   2	  mM)	   as	   only	   carbon	   source.	   Filled	   square:	   cholesterol;	   filled	   circle:	  
testosterone;	  filled	  diamond:	  AD	  (4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione);	  filled	  triangle:	  ADD	  (1,4-­‐androstadiene-­‐
3,17-­‐dione).	   The	   data	   are	   the	   means	   of	   the	   values	   from	   triplicate	   measurements	   of	   duplicate	  
incubations.	  The	  standard	  deviation	  was	  always	  within	  10%	  of	  the	  mean	  values.	  
	  
	  
The	   chemotaxonomic	   characteristics	   of	   strain	   Chol-­‐4	   were	   also	   consistent	   with	   its	  
classification	  in	  the	  genus	  Rhodococcus	  (Finnerty,	  1992;	  Goodfellow	  et	  al.,	  2004;	  Rainey	  et	  
al.,	  1995a).	  Whole-­‐cell	  hydrolysates	  of	  the	  isolate	  contained	  meso-­‐diaminopimelic	  acid	  as	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the	  only	  diamino	  acid	  of	  the	  peptidoglycan	  and	  arabinose	  and	  galactose	  as	  major	  cell-­‐wall	  
sugars,	  predominant	  amounts	  of	  dihydrogenated	  menaquinones	  with	  eight	  isoprene	  units	  
[MK-­‐8	  (H2)]	  as	  the	  principal	  menaquinone,	  and	  mycolic	  acids	  with	  chain	  lengths	  of	  C42-­‐C48,	  
setting	  this	  isolate	  closely	  to	  R.	  ruber	  DSM	  43338T,	  whereas	  most	  of	  the	  type	  strains	  of	  the	  
R.	   rhodochrous	   subclade	   possess	   mycolic	   acids	   ranging	   from	   C36	   to	   C46	   (Rainey	   et	   al.,	  
1995a).	  Other	  type	  strains	  of	  the	  genus	  Rhodococcus	  possess	  even	  shorter	  mycolic	  acids,	  
e.g.,	  R.	   equi	   (C30-­‐C36)	   or	  R.	   erythropolis	   (C34-­‐C40)	   (Rainey	   et	   al.,	   1995a).	   The	  mycolic	   acid	  
composition	  of	  strain	  Chol-­‐4	  is	  as	  follows:	  C42,	  7%;	  C43,	  10%;	  C44,	  24%;	  C45,	  10%;	  C46,	  20%;	  
C47,	  12%,	  and	  C48,	  17%.	  	  
The	  fatty	  acid	  pattern	  of	  strain	  Chol-­‐4	  contained	  straight-­‐chain	  saturated	  and	  unsaturated	  
fatty	  acids	  plus	  tuberculostearic	  acid	  (see	  Supplementary	  Table	  1).	  	  
Although	   this	   pattern	   is	   quite	   similar	   to	   all	   Rhodococcus	   species	   (major	   proportions	   of	  
palmitic	   (C16:0),	   oleic	   (C18:1),	   and	   tuberculostearic	   (10-­‐methyl-­‐C18:0)	   acid),	   there	   are	  
qualitative	  and	  quantitative	  species-­‐specific	  differences.	  As	  can	  be	  seen	  in	  Supplementary	  
Table	   1,	   the	  novel	   isolate	   contained	  a	   relatively	   high	  proportion	  of	   C17:1	  
cis-­‐8,	   a	   fatty	   acid	  
that	   no	   other	   type	   strain	   of	   the	   R.	   rhodochrous	   subclade	   contains	   in	   relatively	   high	  
percentage	  (McMinn	  et	  al.,	  2000;	  Rainey	  et	  al.,	  1995b).	  	  
	  
	  
Genomic	  molecular	  analyses	  to	  detect	  genes	  responsible	  for	  steroid	  degradation	  	  
Genetic	   data	   show	   that	   strain	   Chol-­‐4	   possess	   DNA	   sequences	   homologous	   to	   genes	  
reported	   to	   be	   responsible	   for	   the	   degradation	   of	   cholesterol	   (so-­‐called	   cho	   genes	  
expressing	  cholesterol	  oxidases)	  that	  in	  turn	  have	  a	  certain	  similarity	  with	  genes	  of	  R.	  jostii	  
RHA1	   (data	   not	   shown;	   (McLeod	   et	   al.,	   2006)).	   Evidence	   was	   also	   obtained	   for	   the	  
presence	  of	   putative	   genes	   expressing	   testosterone-­‐degrading	  enzymes	   (so-­‐called	   tes	   or	  
hsa	  genes;	  Fig.	  2).	  	  
	  
	  
	  
Figure	   2.	   Genetic	   and	   restriction	   map	   of	   the	   5.5	   kb	   DNA	   fragment	   containing	   a	   putative	   steroid	  
degradation	  gene	  cluster	  of	  R.	  ruber	  Chol-­‐4.	  Only	  a	  few	  restrictions	  sites	  are	  shown	  and	  the	  putative	  
functions	  of	  the	  genes	  are	  presented	  in	  Table	  2.	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A	  clone	  carrying	  a	  5458	  bp	  BamHI–EcoRV	  DNA	  insert	  (G+C-­‐content,	  69.7%)	  from	  a	  R.	  ruber	  
Chol-­‐4	  genomic	   library	  was	   isolated,	   identified,	  and	  sequenced.	  Bioinformatic	  analysis	  of	  
the	  nucleotide	  sequence	  revealed	  a	   total	  of	   five	  ORFs,	  which	  showed	  similarity	   to	  genes	  
from	   other	   described	   bacterial	   species.	   One	   ORF	   (kstD)	   encodes	   a	   protein	   displaying	  
certain	   similarity	   (78%	   identity)	   with	   3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase	   of	   R.	   jostii	   RHA1	  
(locus_tag,	   ro04532).	   Transcriptomic	   analysis	   recently	   showed	   that	   ro04532	   is	   up-­‐
regulated	   during	   growth	   on	   cholesterol,	   thus	   probably	   catalyzing	   a	  Δ1-­‐dehydrogenation	  
reaction	  during	  cholesterol	  degradation	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  Four	  additional	  ORFs	  
were	  identified	  on	  the	  cloned	  DNA	  fragment	  and	  all	  appear	  to	  be	  involved	  in	  cholesterol	  
and	  testosterone	  catabolism	  (Fig.	  2).	  The	  truncated	  gene	  hsd4B	   is	  homologous	  to	  part	  of	  
the	  eukaryotic	  gene	  encoding	  the	  central	  domain	  of	  17βHSD4	  and	  to	  the	  hsd4B	  gene	  of	  R.	  
jostii	  RHA1,	  R.	  erythropolis	   SQ1,	  and	  N.	   farcinica	   IFM	  10152,	  which	   is	  a	  2-­‐enoyl	  acyl-­‐CoA	  
hydratase,	  proposed	   to	   catalyze	  a	   step	   in	   the	   cholesterol	   side-­‐chain	   shortening	   (van	  der	  
Geize	   et	  al.,	  2007).	  Homologs	  of	   the	  genes	  clustered	  as	  hsaEGF	   (=tesEFG	   in	  Comamonas	  
(C.)	   testosteroni	   TA441)	   have	   been	   identified	   in	   R.	   jostii	   RHA1	   and	   were	   predicted	   to	  
function	   in	   cholesterol	   and	   testosterone	  degradation	   (acting	   as	   2-­‐hydroxypentadienoate	  
hydratase,	   acetaldehyde	   dehydrogenase,	   and	   4-­‐hydroxy-­‐2-­‐ketovalerate	   aldolase,	  
respectively)	   (Horinouchi	   et	   al.,	   2003b;	   van	   der	   Geize	   et	   al.,	   2007).	   The	   genetic	  
organization	  of	  this	  gene	  cluster	  is	  conserved	  in	  several	  actinomycetes,	  e.g.,	  in	  N.	  farcinica,	  
R.	  jostii	  RHA1,	  R.	  erythropolis	  SQ1,	  and	  Mycobacterium	  tuberculosis	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  
2007),	   indicating	  a	  relevant	  role	  in	  cholesterol	  catabolism	  and	  the	  relatively	  high	  identity	  
values	   of	   the	   genes	   confirmed	   the	   phylogenetic	   relatedness	   of	   these	   genera	   of	   the	  
suborder	  Corynebacterineae.	  Table	  2	  summarizes	  the	  genes	  of	  the	  identified	  cluster	  from	  
strain	   Chol-­‐4	   that	   have	   similarities	   with	   corresponding	   homologs	   of	   R.	   jostii	   RHA1,	   R.	  
erythropolis	   SQ1,	  N.	   farcinica	   IFM10152,	  and	   the	  phylogenetically	  distant	  Gram-­‐negative	  
strain	  C.	  testosteroni	  TA441	  (Horinouchi	  et	  al.,	  2003b;	  McLeod	  et	  al.,	  2006;	  van	  der	  Geize	  
et	  al.,	  2007).	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Table	  2.	  Isolated	  gene	  cluster	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  and	  their	  homologs	  
	  
	  
	  
	  
	  
It	  is	  evident	  from	  the	  above-­‐mentioned	  data	  that	  the	  tested	  organism	  can	  be	  distinguished	  
from	  representatives	  of	  all	  so	  far	  validly	  described	  Rhodococcus	  species,	  but	  is	  very	  close	  
to	  the	  type	  strain	  R.	  ruber;	  however,	   it	  differed	  from	  the	   latter	   in	   the	  substrates	  utilized	  
and	   its	   colony	   morphology.	   It	   is,	   therefore,	   clear	   from	   both	   genotypic	   and	   phenotypic	  
results	   that	   strain	  Chol-­‐4	   should	  be	   recognized	  as	  a	  novel	   strain	  of	   the	   species	  R.	   ruber.	  
The	   degradation	   of	   a	   great	   variety	   of	   steroid	   compounds	   by	   a	   member	   of	   the	   R.	  
rhodochrous	  subclade	  with	  the	  species	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  as	  a	  representative	  is	  hereby	  
demonstrated	  for	  the	  first	  time.	  The	  putative	  genes	  that	  code	  for	  enzymes	  involved	  in	  the	  
degradation	   of	   cholesterol,	   testosterone,	   and	   other	   steroids	   by	   this	   novel	   isolate	   are	  
actually	  under	   investigation	   in	  more	  depth.	  Our	  data	  broaden	   the	   richness	  of	  metabolic	  
activities	  of	  the	  species	  R.	  ruber,	  offering	  the	  possibility	  to	  use	  this	  strain	  as	  a	  novel	  model	  
organism	  to	  study	  the	  expression	  and	  regulation	  of	  genes	  involved	  in	  steroid	  degradation	  
and/or	   transformation,	   and	   widen	   our	   view	   about	   the	   possible	   environmental	   and	  
industrial	  application	  of	  this	  species.	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Supplementary	   Table	   1.	   Cellular	   fatty	   acid	   composition	   (%)	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   and	   some	  
related	  type	  strains	  of	  the	  R.	  rhodochrous	  subclade 
 
1:	   R.	   ruber	   DSM	   43338T;	   2:	   R.	   zopfii	   ATCC	   51349T;	   3:	   R.	   pyridinivorans	   KCTC	   0647BPT;	   4:	   R.	  
rhodochrous	  KCTC	  9086T;	   5:	  R.	   coprophilus	  DSM	  43347T;	   6:	   R.	   phenolicus	  DSM	  44812T;	   data	   taken	  
from	  (Yoon	  et	  al.,	  2000b)	  for	  strains	  1-­‐5	  and	  from	  (Rehfuss	  &	  Urban,	  2005)	  for	  strain	  6.	  †	  Summed	  
features	  represent	  groups	  of	  fatty	  acids	  that	  could	  not	  be	  separated	  by	  GLC	  with	  the	  MIDI	  system.	  
Summed	   feature	   4:	   iso-­‐C15:0	   2-­‐OH,	   C16:1	   trans9	   and/or	   C16:1	   cis7.
‡	   Unknown	   fatty	   acid	   values	   in	  
parenthesis	  represent	  equivalent	  chain	  lengths.	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Supplementary	  Figure	  1.	  Neighbor-­‐joining	  tree	  based	  on	  nearly	  complete	  16S	  rRNA	  gene	  sequences	  
showing	   the	  phylogenetic	  position	  of	  R.	   ruber	  Chol-­‐4	  within	   the	  genus	  Rhodococcus	   (R.).	  GenBank	  
sequence	  accession	  numbers	   are	   given	   in	  parentheses.	  Asterisks	   indicate	  branches	   that	  were	  also	  
recovered	   using	   the	   maximum-­‐likelihood	   and	   maximum	   parsimony	   tree-­‐making	   algorithms.	  
Numbers	  at	  the	  nodes	  are	  percentage	  bootstrap	  values;	  only	  values	  above	  50%	  are	  given.	  Bar:	  0.01	  
substitutions	  per	  nucleotide	  position.	  T:	  type	  strain.	  The	  out-­‐group	  strain	  used	  to	  root	  the	  tree	  was	  
the	   related	   actimomycete	  Gordonia	   cholesterolivorans	  CECT	   7408T	   (=	  DSM	  45229T;	  Drzyzga	  et	   al.,	  
2009).	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Summary	  	  
Cholesterol	  catabolism	  has	  been	  reported	  in	  different	  bacteria	  and	  particularly	   in	  several	  
Rhodococcus	  species,	  but	  the	  genetic	  of	  this	  complex	  pathway	  is	  not	  yet	  very	  well	  defined.	  
In	   this	   work	   we	   report	   the	   isolation	   and	   sequencing	   of	   a	   9.8	   kb	   DNA	   fragment	   of	  
Rhodococcus	  sp.	  strain	  CECT3014,	  a	  bacterial	  strain	  that	  we	  here	  identify	  as	  a	  Rhodococcus	  
erythropolis	  strain.	  In	  this	  DNA	  fragment	  we	  found	  several	  ORF	  that	  are	  probably	  involved	  
in	   steroid	   catabolism,	   and	   choG,	   a	   gene	   encoding	   a	   putative	   cholesterol	   oxidase	  whose	  
functional	  characterization	  we	  here	   report.	  ChoG	  protein	   is	  a	  class	   II	   cholesterol	  oxidase	  
with	  all	   the	  structural	   features	  of	   the	  enzymes	  of	   this	  group.	  The	  disruption	  of	   the	  choG	  
gene	   does	   not	   alter	   the	   ability	   of	   strain	   CECT3014	   cells	   to	   grow	   on	   cholesterol,	   but	   it	  
abolishes	  the	  production	  of	  extracellular	  cholesterol	  oxidase.	  This	  latter	  effect	  is	  reverted	  
when	  the	  mutant	  cells	  are	  transformed	  with	  a	  plasmid	  expressing	  choG.	  We	  conclude	  that	  
choG	  is	  the	  gene	  responsible	  for	  the	  inducible	  extracellular	  cholesterol	  oxidase	  activity	  of	  
strain	  CECT3014.	  This	  activity	  distributes	  between	  the	  cellular	  membrane	  and	  the	  culture	  
supernatant	  in	  a	  way	  that	  suggests	  it	  is	  produced	  by	  the	  same	  ChoG	  protein	  that	  occurs	  in	  
two	   different	   locations.	   RT-­‐PCR	   transcript	   analysis	   showed	   a	   dual	   scheme	   of	   choG	  
expression:	   a	   low	   constitutive	   independent	   transcription,	   plus	   a	   cholesterol	   induced	  
transcription	  of	  choG	  into	  a	  polycistronic	  kstD-­‐hsd4B-­‐choG	  mRNA.	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Introduction	  	  
Microorganisms	  can	  degrade	  and	  mineralize	  xenobiotic	  compounds	  and	  they	  are	  used	  in	  
biodegradation	   procedures	   designed	   to	   clean	   contaminated	   environments.	   Rhodococci	  
have	  an	  outstanding	  environmental	   and	  biotechnological	   importance	  due	   to	   their	  broad	  
metabolic	  diversity	  and	  unique	  enzymatic	  capabilities	   that	  make	  them	  a	  good	  choice	   for	  
pharmaceutical,	   environmental	   and	   chemical	   applications.	   They	   are	   aerobic,	   Gram-­‐
positive	   actinomycetes,	   able	   to	   undergo	   morphological	   differentiation	   in	   response	   to	  
changes	  of	  the	  environment	  (e.g.	  cocci	  or	   filaments).	  Due	  to	  their	  capacity	  for	   long-­‐term	  
survival	   in	   soil,	   their	   ability	   to	   degrade	   hydrophobic	   pollutants	   and	   to	   accumulate	   high	  
levels	  of	  heavy	  metals,	  rhodococci	  are	  very	  suitable	  for	  bioremediation	  (Kulakov	  &	  Larkin,	  
2002).	  	  
The	  contamination	  of	  soil	  or	  water	  with	  steroids	   is	  a	  potential	  biological	  risk	  threatening	  
vital	  processes	  such	  as	  the	  biological	  development	  or	  reproduction.	  This	  kind	  of	  pollution	  
is	  increasing	  as	  a	  consequence	  of	  industrial	  processes	  and	  human	  activity	  that	  it	  has	  led	  to	  
include	  steroid	  compounds	  in	  the	  group	  of	  markers	  used	  to	  assess	  sewage	  contamination	  
in	  waters	   (Readman	   et	   al.,	   2005;	  Barel-­‐Cohen	   et	   al.,	   2006;	  Briciu	   et	   al.,	   2009).	  Although	  
many	   bacteria	   have	   been	   described	   to	   degrade	   some	   steroid	   molecules	   such	   as	  
cholesterol	  and	  its	  derivatives	  (Arima	  et	  al.,	  1969;	  Mathieu	  et	  al.,	  2008;	  Mohn	  et	  al.,	  2008;	  
Drzyzga	   et	   al.,	   2009;	   Fernández	   de	   las	   Heras	   et	   al.,	   2009;	   Yang	   et	   al.,	   2009),	   the	  
degradation	   pathways	   of	   steroids	   is	   not	   yet	   fully	   defined.	   The	   cholesterol	   catabolic	  
pathway	   involves	   the	  degradation	  of	   the	  branched	  alkyl	   side	  chain	  via	  a	  β-­‐oxidation-­‐like	  
oxidative	  process	  and	   the	   cleavage	  and	  decomposition	  of	   the	   steroid	  nucleus.	   The	  most	  
probable	   early	   intermediate	   compound	   is	   4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	   (AD),	   whose	  
degradation	  through	  the	  steps	  catalysed	  by	  a	  3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase	  (KstD)	  and	  
a	  3-­‐ketosteroid-­‐9α-­‐hydroxylase	  (KshAB)	  is	  described	  elsewhere	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000;	  
van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a;	  van	  der	  Geize	  &	  Dijkhuizen,	  2004).	  The	  transformation	  of	  the	  
cholesterol	  nucleus	  to	  AD	  is	  probably	  initiated	  by	  a	  cholesterol	  oxidase	  (ChoOx)	  (Arima	  et	  
al.,	  1969),	  a	  bacterial	  FAD-­‐dependent	  enzyme	  able	  to	  oxidize	  the	  hydroxyl	  group	  at	  C3(β)	  
position	  with	  the	  concomitant	   isomerization	  of	  the	  C5-­‐C6	  double	  bond	  to	  yield	  3-­‐keto-­‐4-­‐
ene	  structures.	  In	  some	  cases	  this	  step	  is	  performed	  by	  a	  cholesterol	  dehydrogenase,	  as	  it	  
is	   the	   case	   in	  Mycobacterium	   tuberculosis	  H37Rv	   (Yang	   et	   al.,	   2007).	   Among	   the	   ChoOx	  
substrates	   are	   3-­‐hydroxysterols	   (cholesterol,	   cholestanol,	   dehydroepiandrosterone,	  
pregnenolone,	   ergosterol)	   and	   common	   plant	   sterols	   (β-­‐sitosterol	   or	   stigmasterol)	  
(Doukyu,	  2009;	  Pollegioni	  et	  al.,	  2009).	  Besides	  its	  participation	  in	  cholesterol	  degradation,	  
this	  enzyme	  plays	  several	  other	  biological	  roles;	  for	  example,	  it	  acts	  as	  a	  signal	  protein	  for	  
producing	   antifungal	   antibiotics,	   or	   it	   is	   involved	   in	   pathogenicity	   through	   its	   ability	   to	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oxidize	  cholesterol	  and	  so	  disrupt	  the	  epithelial	  membrane	  (Navas	  et	  al.,	  2001;	  Brzostek	  et	  
al.,	  2007;	  Aparicio	  &	  Martin,	  2008).	  ChoOx	  is	  used	  in	  several	  biotechnological	  applications:	  
to	  assess	   the	  serum	  cholesterol	   level,	  as	  an	   insecticidal	  protein,	   in	   studies	  of	  membrane	  
structures,	   etc.	   A	   set	   of	   reviews	   on	   characteristics	   and	   biotechnological	   applications	   of	  
ChoOx	  has	  been	  recently	  published	  (Doukyu,	  2009;	  Kreit	  &	  Sampson,	  2009;	  Pollegioni	  et	  
al.,	  2009;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009).	  	  
Several	   ChoOx	   classifications	   have	   been	   proposed	   based	   on	   differences	   on	   distinct	  
features.	  Two	  groups	  of	  cholesterol	  oxidases	  have	  been	  made	  attending	  to	  the	  compound	  
they	  produce	  when	  acting	  on	   cholesterol:	   the	  majority	   of	   enzymes	   yield	   cholest-­‐4-­‐en-­‐3-­‐
one	  but	   a	   few	  yield	  6β-­‐hydroperoxycholest-­‐4-­‐en-­‐3-­‐one	   (Doukyu	   et	   al.,	   2009).	   They	  have	  
also	  been	   classified	   as	   class	   I	   or	   II	   depending	  on	   the	  way	   the	   FAD	   cofactor	  binds	   to	   the	  
enzyme,	  non-­‐covalently	  or	  covalently,	  respectively	  (Croteau	  &	  Vrielink,	  1996;	  Sampson	  &	  
Vrielink,	   2003;	   Vrielink	   &	   Ghisla,	   2009).	   These	   two	   groups	   belong	   to	   different	   protein	  
families:	   the	   glucose/methanol/choline	   oxidoreductase	   family	   or	   the	   vainillyl-­‐alcohol	  
oxidase	  family,	  respectively,	  and	  they	  exhibit	  differences	  in	  amino	  acid	  sequences,	  three-­‐
dimensional	   structure	   and	   redox	   properties	   (Vrielink	   &	   Ghisla,	   2009).	   The	   active	   site	   of	  
both	  types	  of	  enzymes	  has	  some	  conserved	  residues	  that	  have	  been	  used	  to	  represent	  the	  
elements	  of	  the	  group:	  E361	  ,	  H447	  ,	  N485	  represent	  class	  I	  enzymes,	  while	  E311,432,475,551	  ,	  R477	  ,	  
N516	  represent	  class	  II	  enzymes	  (Sampson	  &	  Vrielink,	  2003;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009).	  Finally,	  
some	   ChoOx	   have	   an	   N-­‐terminal	   signal	   peptide	   and	   are	   thought	   to	   act	   outside	   the	   cell	  
(referred	  as	  extracellular)	  while	  others	  do	  it	  inside	  the	  cell	  (referred	  as	  intracellular).	  	  
Although	  the	  presence	  of	  a	  ChoOx	  activity	  in	  Rhodococcus	  has	  been	  extensively	  reported,	  
only	  a	  few	  genetic	  data	  are	  available	  to	  date.	  Our	  aim	  was	  to	  investigate	  in	  more	  detail	  the	  
genetic	   aspects	   of	   this	   activity	   in	  Rhodococcus	   sp.	   strain	  CECT3014,	   a	   strain	   reported	   to	  
produce	   cholesterol	   oxidase.	   In	   this	   study,	   we	   identify	   and	   characterize	   an	   ORF	   which	  
codes	  for	  an	  extracellular	  ChoOx	  enzyme	  in	  strain	  CECT3014.	  	  
63
Capítulo	  4A	  
Material	  and	  methods	  
Strains,	  growth	  conditions	  and	  plasmids	  	  
Main	  bacterial	  strains	  used	  in	  this	  work	  are	  listed	  in	  Table	  1.	  Rhodococcus	  jostii	  RHA1	  was	  
obtained	   from	   University	   of	   British	   Columbia	   (Vancouver,	   Canada);	   other	   Rhodococcus	  
strains	  were	  obtained	  from	  "Colección	  Española	  de	  Cultivos	  Tipo"	  (CECT),	  Valencia,	  Spain.	  
Rhodococcus	  and	  Escherichia	  coli	  strains	  were	  grown	  at	  30	  °C	  and	  37	  °C,	   respectively,	   in	  
Luria-­‐Bertani	   (LB)	   medium	   (Sambrook	   et	   al.,	   1989)	   with	   shaking	   at	   200	   rpm,	   unless	  
otherwise	  indicated.	  W	  minimal	  salt	  medium	  (Seto	  et	  al.,	  1995)	  (12.5	  mM	  KH2PO4	  ,	  69	  mM	  
Na2HPO4	  ,	  7.5	  mM	  (NH4)2SO4,	  0.26	  mM	  MgO,	  20	  µM	  CaCO3,	  5	  µM	  ZnSO4,	  0.4	  µM	  MgSO4,	  
3.4	  µM	  FeSO4,	   1	  µM	  CuSO4,	   1	  µM	  CoSO4,	   1	  µM	  H3BO3)	   or	   457	   DSMZ	  minimal	  medium	  
(11.1	  mM	  KH2PO4,	  17.1	  mM	  Na2HPO4,	  3.78	  mM	  (NH4)2SO4,	  0.8	  mM	  MgSO4,	  0.45	  mM	  CaCl2,	  
13	  µM	   EDTA,	   0.34	  µM	   ZnSO4,	   7.2	  µM	   FeSO4,	   0.15	  µM	  MnCl2,	   0.06	  µM	  CuCl2,	   0.84	  µM	  
CoCl2,	  0.08	  µM	  NiCl2,	  0.12	  µM	  Na2MoO4,	  4.8	  µM	  H3BO3)	  were	  used	  to	  grow	  the	  bacteria	  in	  
organic	  substrates	  as	  the	  sole	  carbon	  and	  energy	  source.	  	  
Cholesterol,	   cholestenone,	   testosterone,	   ergosterol,	   androsterone,	   β-­‐estradiol,	  
progesterone	  or	  pregnenolone	  were	  independently	  added	  to	  the	  W	  or	  457	  DSMZ	  minimal	  
medium	   to	   get	   a	   1	   mg/ml	   suspension.	   Cholesterol	   and	   some	   other	   steroids	   are	   hardly	  
soluble	  in	  water	  and	  methyl-­‐β-­‐cyclodextrin	  (CD)	  has	  been	  used	  to	  raise	  steroid	  solubility	  in	  
aqueous	   media	   following	   a	   modification	   of	   a	   previously	   reported	   method	   (Klein	   et	   al.,	  
1995):	   77.5	  µmol	   of	   the	   steroid	   compound	  were	   suspended	   in	   400	  µl	   of	   a	   2:1	   (v/v)	   2-­‐
propanol-­‐chloroform	  mix	  and	  added	  in	  50	  µl	  aliquots	  to	  11	  ml	  of	  PBS,	  72.6	  mM	  CD	  (1240	  
g/mol)	  while	  stirring	  at	  80	  °C	  until	  the	  steroid	  was	  completely	  dissolved.	  This	  solution	  (6.8	  
mM	  steroid,	  70mM	  CD)	  was	  diluted	  to	  50	  ml	  (1×	  W	  minimal	  medium,	  1.5	  mM	  steroid,	  16.5	  
mM	   CD	   final	   concentrations).	   Plates	   were	   prepared	   by	   adding	   1.5%	   (w/v)	   agar.	   1,4-­‐
androstadiene-­‐3,17-­‐dione	  (ADD)	  and	  AD	  were	  prepared	  at	  1.55	  mM	  in	  the	  same	  medium	  
without	  CD.	  	  
For	  RT-­‐PCR	  analyses,	  cultures	  were	  incubated	  in	  250	  ml	  Erlenmeyer	  flasks	  containing	  50	  ml	  
of	  W	  minimal	  medium	  with	  1	  mg/ml	  cholesterol,	  1	  mg/ml	  cholestenone	  or	  0.2%	  (w/v)	  
glycerol.	   Cells	   were	   harvested	   in	   mid-­‐exponential	   growth	   phase	   (OD600nm
	  
=	   0.6)	   after	  
addition	  of	  5	  ml	  of	  a	  9:1	   (v/v)	  mix	  of	  ethanol/phenol	  and	   further	  centrifugation	  at	  5000	  
rpm	   and	   4	   °C	   for	   15	  min.	   Afterwards,	   cells	   were	   stabilized	   by	   addition	   of	   RNA	   protect	  
Bacteria	  Reagent	  (Qiagen)	  following	  the	  manufacturer’s	  instructions.	  Pellets	  were	  kept	  at	  
−80	  °C	  until	  use.	  	  
When	  appropriate,	  antibiotics	  were	  added	  at	  the	  following	  final	  concentration:	  ampicillin	  
at	   100	   µg/ml;	   nalidixic	   acid	   at	   20	   µg/ml;	   apramycin	   at	   50	   µg/l;	   chloramphenicol	   at	   25	  
µg/ml;	   and	   kanamycin	   at	   50	  µg/ml	  when	   used	   in	   E.	   coli	  or	   at	   200	  µg/ml	  when	   used	   in	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Rhodococcus	   cultures.	   Growth	   curves	   were	   obtained	   by	   monitoring	   the	   absorbance	   at	  
600nm	   (A600nm)	   of	   a	   culture	   made	   from	   a	   1/100	   inoculum	   in	   fresh	   W	   media	   and	   kept	  
growing	  at	  30	  °C	  and	  250	  rpm.	  Plasmids	  used	  in	  this	  study	  are	  listed	  in	  Table	  1.	  	  
	  
	  
	  
Isolation,	  analysis,	  transfer	  and	  hybridisation	  of	  DNA	  	  
DNA	  manipulations	  and	  other	  molecular	  biology	  techniques	  were	  essentially	  as	  described	  
elsewhere	  (Sambrook	  et	  al.,	  1989).	  Genomic	  DNA	  extraction	  was	  based	  on	  the	  procedure	  
developed	   for	   Listeria	   monocytogenes	   (Flamm	   et	   al.,	   1984).	   Southern	   blottings	   were	  
carried	   out	   as	   previously	   reported	   (Sambrook	   et	   al.,	   1989),	   using	   digoxigenin	   (DIG)-­‐
labelled	  DNA	  probes.	  Hybridisation	  was	  done	  at	  42	  °C	  in	  50%	  (v/v)	  formamide	  using	  DIG-­‐
labelled	   probes	   obtained	   from	  Rhodococcus	   genomic	   DNA	   by	   specific	   PCR	   amplification	  
(Table	   2).	   A	   gene	   library	   was	   constructed	   from	   strain	   CECT3014	   genomic	   DNA	   using	  
pBluescript	   II	  KS+	  as	  vector	  and	  E.	  coli	  DH5α	  as	  host	   (Table	  1).	  Colony	  hybridisation	  was	  
performed	  at	  37	  °C.	  Plasmids	  from	  positive	  clones	  were	  sequenced	  and,	  when	  appropria-­‐
ted,	  subcloned	  for	  further	  analysis.	  	  
	  
DNA	  sequencing	  and	  in	  silico	  analysis	  	  
Nucleotide	   sequences	   were	   determined	   by	   using	   a	   model	   AB373S	   automated	   DNA	  
sequencer	   (Applied	   Biosystem	   Inc.,	   Unidad	   de	   Genómica,	   Parque	   Científico	   de	   Madrid,	  
Spain).	  	  
In	  silico	  analysis	  of	  sequences	  were	  made	  using	  standard	  programs.	  	  
The	   sequence	   of	   the	   9.8	   kb	   genomic	   fragment	   of	   Rhodococcus	   CECT3014	   has	   been	  
submitted	  to	  EMBL	  Nucleotide	  Sequence	  Database	  (accession	  number	  FJ940227).	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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this work.
Bacteria and plasmids Description Reference
Rhodococcus sp. strain CECT3014 NalR CECT
Rhodococcus sp. strain CECT3014 choG Rhodococcus sp. strain CECT3014 choG::Apra This work
E. coli DH5! F′ endA1 hsdR17 (rK− mK+) glnV44 thi-1 recA1 gyrA
(NalR) relA1 !(lacIZYA-argF) U169 deoR
("80dlac!(lacZ)M15)
Laboratory collection
E. coli DH10b/pUZ8002 KmR Gust et al. (2003)
pBluescript II KS+ Cloning Vector, ApR Stratagene
p1071 pBluescript II KS + (ApR) containing a 8.4 kb
EcoRI-HindIII DNA fragment from strain CECT3014
This work
pIJ773 aac(3)IV (ApraR) + oriT Gust et al. (2003)
pUC4K KmR,ApR Laboratory collection
pNV19 KmR, Nocardia—E. coli replicative shuttle vector Chiba et al. (2007)
pNV19-choG pNV19 (KmR) containing choG gene of strain
CECT3014
This work
Material and methods
Strains, growth conditions and plasmids
Main bacterial strains used in this work are listed
in Table 1. Rhodococcus jostii RHA1 was obtained
from University of British Columbia (Vancouver,
C nada); ther Rhodococc strains were obtained
from "Colección Espan˜ola de Cultivos Tipo" (CECT),
Valencia, Spain. Rhodococcus and Escherichia coli
strains were grown at 30 ◦C and 37 ◦C, respec-
tively, in Luria—Bertani (LB) medium (Sambrook
et al., 1989) with shaking at 200 rpm, unless oth-
erwise indicated. W minimal salt medium (Seto
et al., 1995) (12.5mM KH2PO4, 69mM Na2HPO4,
7.5mM (NH4)2SO4, 0.26mM MgO, 20#M CaCO3,
5#M ZnSO4, 0.4#M MgSO4, 3.4#M FeSO4, 1#M
CuSO4, 1#M CoSO4, 1#M H3BO3) or 457 DSMZ min-
imal medium (11.1mM KH2PO4, 17.1mM Na2HPO4,
3.78mM (NH4)2SO4, 0.8mM MgSO4, 0.45mM CaCl2,
13#M EDTA, 0.34#M ZnSO4, 7.2#M FeSO4, 0.15#M
MnCl2, 0.06#M CuCl2, 0.84#M CoCl2, 0.08#M
NiCl2, 0.12#M Na2MoO4, 4.8#M H3BO3) were used
to grow the bacteria in organic substrates as the
sole carbon and energy source.
Cholesterol, cholestenone, testosterone, ergos-
terol, androsterone, $-estradiol, progesterone or
pregnenolone were independently added to the W
or 457 DSMZ minimal medium to get a 1mg/ml sus-
pension. Cholesterol and some other steroids are
hardly soluble in water and methyl-$-cyclodextrin
(CD) has been used to raise steroid solubility
in aqueous media following a modification of a
previously reported method (Klein et al., 1995):
77.5#mol of the steroid compound were suspended
in 400#l of a 2:1 (v/v) 2-propanol—chloroform
mix and added in 50#l aliquots to 11ml of PBS,
72.6mM CD (1240 g/mol) while stirring at 80 ◦C until
the steroid was completely dissolved. This solution
(6.8mM steroid, 70mM CD) was diluted to 50ml
(1× W minimal medium, 1.5mM steroid, 16.5mM
CD final concentrations). Plates wer prepared by
adding 1.5% (w/v) agar. 1,4-Androstadiene-3,17-
dione (ADD) and AD were prepared at 1.55mM in
the same medium without CD.
For RT-PCR analyses, cultures were incubated
in 0.25 l Erlenmeyer flasks containing 50ml of
W minimal medium with 1mg/ml cholesterol,
1mg/ml cholestenone or 0.2% (w/v) glycerol. Cells
were harvested in mi -exponential growth ph se
(OD600 nm = 0.6) after addition of 5ml of a 9:1 (v/v)
mix of ethanol/phenol and further centrifugation
at 5000 rpm and 4 ◦C for 15min. Afterwards, cells
were stabilized by addition of RNA protect Bacte-
ria Reagent (Qiagen) following the manufacturer’s
instructions. Pellets were kept at −80 ◦C until
use.
When appropriate, antibiotics were added at
the following final concentration: ampicillin at
100#g/ml; nalidixic acid at 20#g/ml; apramycin
at 50#g/l; chloramphenicol at 25#g/ml; and
kanamycin at 50#g/ml when used in E. coli or
at 200#g/ml when used in Rhodococcus cultures.
Growth curves were obtained by monitoring the
absorbance at 600 nm (A600 nm) of a culture made
from a 1/100 inoculum in fresh W media and kept
growing at 30 ◦C and 250 rpm. Plasmids used in this
study are listed in Table 1.65
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Putative	   signal	   peptides	   proteins	   were	   predicted	   by	   SignalP	   3.0	   server	   program	  
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)	   using	   neural	   networks	   and	   hidden	   Markov	  
models	  trained	  on	  Gram-­‐positive	  bacteria	  (Bendtsen	  et	  al.,	  2004).	  	  
Putative	   prokaryotic	   promoters	   were	   analysed	   by	   the	   Neural	   Network	   Promoter	  
Prediction	  (NNPP)	  server	  (http://www.fruitfly.org/seq	  tools/promoter.html)	  (Reese	  et	  al.,	  
1996),	   Promscan	   server	   (http://molbiol-­‐tools.ca/promscan/)	   and	   Bprom	   server	  
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml),	  in	  all	  cases	  with	  score	  higher	  than	  80%.	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Table 2. Primers used in this work.
Primer Sequence PCR conditions Use
CH18 CGGGAGGTTGTCGGAGAAGATGTA Tm 58 ◦C, 1.5min,
30 cycles
Confirmation of
choG mutantCH46 ATCGGCCCCGCAATGACTT
ApraR ATTGCACTCCACCGCTGATGAC Tm 58 ◦C, 1.5min,
30 cycles
Confirmation of choG mutant
CH7 GTCTTGGTGAACTCGTCGATGTTGG Tm 60 ◦C, 1min, 30
cycles
Making of a 1.1 kb
hsaEG probeCH8 CATGCAGCAGATGATGGGCGT
CH6 CTTGGAGAACCCGTAGTTGAACGAG Tm 58 ◦C, 1min, 30
cycles
Amplification of a 2.4 kb DNA
fragment from the hsaEF region
(with CH8)
CH17 AACGAGTCAAGAGATGCGGGAGAG Tm 58 ◦C, 2.5min,
35 cycles
IPCR to extend the
9.4 kb tes regionCH18 CGGGAGGTTGTCGGAGAAGATGTA
CH40 CCCAAGCTTGGGCACGGGAGCCAGGAAGTCA Tm 56 ◦C, 1min, 30
cycles
Amplification of a 3.4 kb
HindIII—EcoRI fragment containing
choG (with T7 on p1071)
CH65 TGGCGTCGTTGTTGTTGTAGTGAT Tm 57 ◦C, 1.5min,
30 cyclesa
RT-PCR of choG,
1.3 kbCH64 CGACGCGATCTGGACCTGTTCA
CH66 CCTCAGAGCGTTGTGGGGTAAG Tm 57 ◦C, 1.5min,
30 cyclesa
RT-PCR of
choG-merR, 1 kbCH23 CACCGCCAACGCCGCATA
63f CAGGCCTAACACATGCAAGTC Tm 55 ◦C, 1.5min,
30 cycles
Amplification of 16S
rDNA1387r GGGCGGWGTGTACAAGGC
1600R AAGGAGGTGATCCAGCC Tm 55 ◦C, 1.5min,
30 cycles
Amplification of 16S
rDNA160F1 GAGASTTTGATCHTGGCTCA
CH60 CCACGGGAGCCAGGAAGTCA Tm 57 ◦C, 1min, 30
cyclesa
RT-PCR of hsd4B,
0.54 kbCH61 TGAGATCAGGAGTCGCCCATTG
CH59 CTGTCACCGCGTCCGAAGTCCT Tm 57 ◦C, 1.5min,
30 cyclesa
RT-PCR of kstD,
1.3 kbCH16 ACATCGTCGTCGTCGGCAGTGG
CH62 CCGAATTGGCCGAGAAGACA Tm 57 ◦C, 1.5min,
30 cyclesa
RT-PCR of
kstD—hsd4B, 1.2 kbCH63 GATCAGGAGTCGCCCATTGTCT
CH57 CCGCGCTCGAGATAGGTGTC Tm 57 ◦C, 1min, 30
cyclesa
RT-PCR of kstD—tesI,
0.6 kbCH58 TCCTCGACACCGGCTTCCTT
CH14 GCCATGCTCGCCTACCTGAAC Tm 57 ◦C, 1.5min,
30 cyclesa
RT-PCR of tesI,
1.3 kbCH15 CGACAAGCCGCTCACATACGA
CH13 TTGTCCGCGATAGTGTCCGAGAGG Tm 57 ◦C, 1.5min,
30 cyclesa
With CH14, RT-PCR of tesI—hsaE,
1.8 kb
CH9 GGTCGGCCCGGCTGTGGTT Tm 57 ◦C, 1min, 30
cyclesa
RT-PCR of
hsaG—hsaF, 1.0 kbCH10 GCCATCATGAGGAATCCGACTGTT
CH56 TCGACAGCCGGATCAAGGACT Tm 57 ◦C, 2min, 30
cyclesa
RT-PCR of
hsaE—hsaF, 1.7 kbCH10 GCCATCATGAGGAATCCGACTGTT
Other RT-PCRs: CH65 +CH60: hsd4B—choG, 2.2 kb.
a Conditions used on RNA isolated from cholesterol or glycerol grown cultures.
Isolation, analysis, transfer and
hybridisation of DNA
DNA manipulations and other molecular biology
techniques were essentially as described elsewhere
(Sambrook et al., 1989). Genomic DNA extraction
was based on the procedure developed for Liste-
ria monocytogenes (Flamm et al., 1984). Southern
blottings were carried out as previously reported
(Sambrook et al., 1989), using digoxigenin (DIG)-
labelled DNA probes. Hybridisation was done at
42 ◦C in 50% (v/v) formamide using DIG-labelled
probes obtained from Rhodococcus genomic DNA by
specific PCR amplification (Table 2). A gene library
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Bacterial	  transformation	  	  
Competent	  and	  electrocompetent	  cells	  of	  E.	  coli	  DH5αF′	  were	  prepared	  and	  transformed	  
as	  previously	  described	  (Sambrook	  et	  al.,	  1989).	  Selection	  of	  transformed	  cells	  was	  carried	  
out	   in	   LB	  plates	   supplemented	  with	   appropriate	   antibiotics.	  Rhodococcus	  electrocompe-­‐
tent	  cells	  were	  allowed	  to	  recover	  for	  4	  h	  at	  30	  °C	  without	  shaking	  before	  plating.	  	  
	  
PCR,	  inverse	  PCR	  (IPCR)	  and	  RT-­‐PCR	  	  
For	  PCR,	  primers,	  DMSO,	  dNTPs	  and	  template	  DNA	  were	  added	  at	  a	  final	  concentration	  of	  
0.4	  µM,	   4%	   (v/v),	   200	  µM	  and	   1	   ng/µl,	   respectively.	   PCR	   primers	   used	   in	   this	  work	   are	  
listed	  in	  Table	  2.	  	  
Inverse	  PCR	  (IPCR)	  (Ochman	  et	  al.,	  1988),	  was	  performed	  as	  follows:	  10	  µg	  genomic	  DNA	  
was	   digested	   overnight	   with	   the	   proper	   enzyme	   in	   a	   volume	   of	   20	  µl	   and	   then	   ligated	  
overnight	   in	   a	   100	  µl	   final	   volume.	   PCR	  was	   then	   performed	  with	   15	  µl	   of	   the	   ligation	  
reaction	  using	  specific	  primers	  from	  the	  known	  region	  and	  the	  amplified	  product	  was	  	  
purified	  (Gene-­‐Clean	  Turbo	  from	  Q-­‐BIOgene)	  and	  sequenced.	  	  
PCR-­‐mediated	  amplification	  of	  the	  16S	  rRNA	  gene	  was	  carried	  out	  as	  described	  (Rainey	  et	  
al.,	  1996),	  using	  63f/1387r	  and	  1600R/160F1	  primer	  pairs	  (Table	  2)	  (Marchesi	  et	  al.,	  1998).	  	  
RNA	   for	   RT-­‐PCR	   was	   obtained	   from	   mid-­‐log	   exponential	   phase	   cultures.	   Frozen	   pellets	  
equivalent	  to	  15-­‐20	  ml	  of	  culture	  were	  disrupted	  in	  1.5	  ml	  of	  0.5%	  (w/v)	  SDS,	  5	  mM	  EDTA	  
by	  incubating	  5	  min	  at	  80	  °C.	  Thereafter,	  total	  RNA	  was	  prepared	  with	  the	  RNeasy	  Mini	  Kit	  
(Qiagen)	   under	   the	   manufacturer’s	   indications	   using	   enzymatic	   lysis	   with	   lysozyme	   (15	  
mg/ml)	  and	  digestion	  with	  proteinase	  K	   (3	  mg/ml).	  After	   this,	  each	  0.5-­‐1	  µg	  of	  RNA	  was	  
treated	   three	   or	   four	   times	  with	   5	   U	   of	   Turbo	   DNase	   RNase-­‐Free	   (Ambion)	   in	   a	   100	  µl	  
volume	   for	   2	   h	   at	   37	   °C	   until	   no	   sign	   of	   DNA	  was	   detected	   by	   PCR.	   RNA	   samples	  were	  
precipitated	  with	   0.12	   vol.	   of	   5	  M	  NH4Ac,	   0.02	   vol.	   of	   glycogen	   (5	  mg/ml)	   and	   1	   vol.	   of	  
isopropanol,	  washed	  twice	  in	  70%	  ethanol	  and	  dissolved	  in	  water.	  cDNA	  was	  synthesized	  
using	  6	  µg	  of	  random	  primers	  (Roche)	  per	  10	  µg	  of	  RNA.	  Reaction	  mixture	  was	  incubated	  
with	   600	   U	   of	   SuperScript	   II	   Reverse	   Transcriptase	   (Invitrogen)	   for	   2	   h	   at	   42	   °C.	   The	  
resulting	  cDNA	  was	  treated	  with	  2	  µl	  of	  RNase	  A	  (10	  mg/ml)	  and	  2	  U	  of	  RNase	  H	  for	  30	  min	  
at	  37	  °C,	  purified	  using	  UltraClean	  PCR	  Clean-­‐up	  (MoBio)	  and	  recovered	  in	  a	  volume	  of	  50	  
µl	  of	  10	  mM	  Tris,	  pH	  8.0.	  cDNA	  was	  used	  as	  template	  (24	  ng)	  for	  PCR	  reactions	  (50	  µl	  final	  
volume).	  Controls	  without	  reverse	  transcriptase	  were	  used	  to	  detect	  any	  contamination	  of	  
undigested	  DNA	  in	  the	  RNA	  preparations.	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Construction	  and	  study	  of	  a	  strain	  CECT3014	  choG	  disruption	  mutant	  	  
In	  order	  to	  knock-­‐out	  the	  choG	  ORF,	  plasmid	  1071	  (Table	  1)	  was	  BamHI-­‐digested	  and	  the	  2	  
kb	  band	  containing	  most	  of	  the	  choG	  ORF	  was	  purified	  from	  a	  0.8%	  (w/v)	  agarose	  gel	  and	  
cloned	   into	   dephosphorylated,	   BamHI-­‐digested	   pUC4K	   vector	   (Table	   1).	   The	   resulting	  
plasmid	   was	   digested	   with	   PstI	   and	   KpnI	   and	   a	   PstI-­‐KpnI	   bounded	   apramycin	   cassette	  
obtained	   from	   pIJ773	   (Table	   1)	   was	   cloned	   in.	   The	   recombinant	   plasmid	   was	   isolated,	  
purified	  and	  introduced	  into	  E.	  coli	  DH10b/pUZ8002	  cells	  by	  electroporation;	  transformed	  
cells	  were	  then	  selected	  on	  LB	  containing	  apramycin,	  kanamycin	  and	  ampicillin	  at	  37	  °C.	  
The	   mutagenic	   plasmid	   was	   now	   suitable	   to	   be	   transferred	   to	   strain	   CECT3014	   by	  
intergeneric	   conjugation.	   Selection	   was	   performed	   by	   growing	   in	   LB	   plates	   containing	  
nalidixic	  acid	  and	  apramycin	  at	  30	  °C	  for	  5	  days	  (Rhodococcus	  sp.	  is	  NalR	  but	  it	  takes	  longer	  
to	  growth).	  A	  comprehensive	  scheme	  of	  the	  whole	  process	  of	  the	  mutant	  construction	  is	  
depicted	  in	  Fig.	  1.	  	  
The	  mutation	  was	  confirmed	  by	  30	  cycles	  of	  PCR	  with	  the	  specific	  primers	  CH18,	  CH46	  and	  
ApraR	  (Table	  2).	  The	  primer	  pair	  CH18/CH46	  amplified	  2	  kb	  and	  3.1	  kb	  fragments	  from	  the	  
wild	  type	  and	  the	  mutant	  strain,	  respectively.	  The	  primer	  pair	  CH46/ApraR	  amplified	  a	  1.8	  
kb	  fragment	  from	  the	  mutant	  strain	  DNA	  (Fig.	  1).	  	  
For	   functional	   complementation	   experiments,	   the	   CECT3014	   choG	   strain	   was	  
electroporated	   with	   the	   replicative	   shuttle	   plasmid	   pNV19	   harbouring	   a	   3.4	   kb	   EcoRI-­‐
HindIII	  DNA	  fragment	  containing	  the	  choG	  ORF,	  previously	  amplified	  from	  the	  8.4	  kb	  insert	  
of	  plasmid	  p1071	  using	  CH40	  and	  T7	  primers	  (Table	  2	  and	  Fig.	  1).	  Selection	  was	  made	  on	  
LB	  plates	  supplemented	  with	  100	  µg/ml	  kanamycin.	  	  
For	  the	  competition	  assay,	  a	  1:1	  mixed	  culture	  was	  made	  from	  overnight	  cultures	  of	  wild	  
type	  CECT3014	  and	  CECT3014	  choG	  mutant	  strains	  in	  W	  medium	  containing	  cholesterol	  in	  
suspension.	  Before	  mixing,	  cells	  were	  washed	  twice	  with	  W	  medium.	  Colony	  forming-­‐units	  
of	   the	   different	   populations	   of	   the	   coculture	   were	   monitored	   daily	   by	   plating	   serial	  
dilutions	  on	  LB	  agar	  plates	  with	  and	  without	  apramycin.	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Figure	   1.	   Scheme	   of	   the	   construction	   of	   the	   CECT3014	   choG	   disruption	   mutant	   strain	   and	   its	  
complementation	  with	  pNV19-­‐choG	  plasmid.	  Only	  relevant	  restriction	  sites	  are	  shown.	  Black	  arrows:	  
CH18,	   CH46	   and	   ApraR	   specific	   primers	   used	   in	   mutant	   confirmation.	   Insert:	   agarose	   gel	  
electrophoresis	  of	  PCR	  products	  amplified	  with	  CH18,	  CH46	  and	  ApraR	  specific	  primers	  from	  DNA	  of:	  
Wt:	   CECT3014	   wild-­‐type	   strain;	   Mut:	   CECT3014	   choG	  mutant	   strain;	   λ/BstEII:	   molecular	   weight	  
control.	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Enzymatic	  assay	  of	  cholesterol	  oxidase	  activity	  	  
ChoOx	  indicator	  plates	  were	  prepared	  (Nishiya	  et	  al.,	  1997)	  by	  using	  agar,	  W	  medium	  with	  
cholesterol	  and	  CD	  (see	  "Strains,	  growth	  conditions	  and	  plasmids"	  section)	  and	  containing	  
0.1	  mg/ml	  o-­‐dianisidine	  and	  1	  U/ml	  peroxidase.	  	  
A	  colorimetric	  assay	  for	  measuring	  cell-­‐free	  and	  extracted	  ChoOx	  activities	  was	  performed	  
as	   follows	   (U.S.	   Patent	   No.	   4072568;	   Kreit	   et	   al.,	   1992b).	   Cells	   from	   100	   ml	   of	   an	  
exponential	  growing	  culture	  were	  harvested	  by	  centrifugation	  at	  15	  min,	  at	  4	  °C	  and	  5000	  
rpm.	   The	   broth	   filtrate	   was	   kept	   at	   4	   °C	   and	   the	   pellet	   was	   resuspended	   in	   0.05M	  
potassium	  phosphate	  buffer,	  pH	  7.5,	  containing	  5%	  (v/v)	  isopropanol	  and	  1%	  (v/v)	  Triton	  
X-­‐100.	   Extracted	   ChoOx	   fraction	   was	   obtained	   by	   magnetic	   stirring	   of	   the	   cellular	  
suspension	   for	   30	   min	   at	   room	   temperature.	   The	   enzymatic	   solution	   was	   collected	   by	  
centrifugation	  (15.000	  rpm,	  30	  min,	  4	  °C)	  and	  kept	  at	  4	  °C	  until	  use.	  The	  enzymatic	  activity	  
in	  both	   fractions	   (cell-­‐free	  and	  extracted)	  was	  measured	  at	  25	  °C	   in	  a	  3	  ml	   reaction	  mix	  
containing	   0.038	   M	   potassium	   phosphate	   buffer,	   pH	   7.5,	   0.009%	   (w/v)	   o-­‐dianisidine,	  
0.017%	  (w/v)	  cholesterol,	  0.33%	  (v/v)	  Triton	  X-­‐100	  and	  10	  U	  of	  peroxidase.	  The	  increase	  of	  
OD	  (A500nm)
	  
for	  5-­‐10	  min	  was	  recorded	  and	  units	  of	  ChoOx	  activity	  were	  calculated	  by:	  
	  
where	  (3)	  represents	  3	  ml,	  the	  assay	  total	  volume,	  (0.1)	  ml	  is	  the	  sample	  volume	  and	  (7.5)	  
is	  the	  millimolar	  extinction	  coefficient	  of	  oxidized	  o-­‐dianisidine	  at	  500nm.	  One	  activity	  unit	  
will	  convert	  1ჼµmol	  of	  cholesterol	  to	  4-­‐cholesten-­‐3-­‐one	  per	  minute	  at	  pH	  7.5	  and	  25	  °C.	  
Data	  displayed	   in	   "Results"	   section	   show	   the	  ChoOx	  activity	  units	  measured	   in	  both	   the	  
supernatant	   (containing	   the	   enzyme	   excreted	   to	   the	   medium)	   and	   the	   Triton	   X-­‐100	  
extracted	  fraction	  (that	  account	  for	  the	  enzyme	  bound	  to	  the	  membrane)	  from	  a	  100	  ml	  
volume	  of	  cell	  culture.	  	  
Cholesterol oxidase activity in strain CECT3014 409
Table 3. Growth data of Rhodococcus sp. strain CECT3014 and its derived choG mutant strain.
Strain 1.5mM carbon source No cyclodextrina 16.5mM cyclodextrin
Maximum OD
(A600)
Doubling time
(h)
Maximum OD
(A600)
Doubling
time (h)
Wild type CECT3014 — No growth No growth No growth No growth
Cholesterol 1.0± 0.3 15.8± 3.3 1.6± 0.1 11.9± 2.6
Cholestenone 1.0± 0.3 33.5± 6.6 1.0± 0.1 10.1± 4.6
CECT3014 choG mutant Cholesterol 1.0± 0.3 17.2± 4.8 1.6± 0.2 13.6± 0.4
Cholestenone 0.8± 0.2 30.2± 9.7 1.1± 0.1 9.5± 3.9
These data are the result of triplicate experiments.
a Minimal medium was supplemented with the steroid (1mg/ml).
CD (see "Strains, growth conditions and plasmids"
section) and containing 0.1mg/ml o-dianisidine and
1U/ml peroxidase.
A colorimetric assay for measuring cell-free and
extracted ChOx activities was performed as fol-
lows (U.S. Patent No. 4072568; Kreit et al., 1992b).
Cells from 100ml of an exponential growing culture
were harvested by centrifugation at 15min, at 4 ◦C
and 5000 rpm. The broth filtrate was kept at 4 ◦C
and the pellet was resuspended in 0.05M potas-
sium ph sphate buffer, pH 7.5, containing 5% (v/ )
isopropanol and 1% (v/v) Triton X-100. Extracted
ChOx fraction was obtained by magnetic stirring
of the cellular suspension for 30min at room tem-
perature. The enzym tic solution was collected by
centrifugation (15,000 rpm, 30min, 4 ◦C) and kept
at 4 ◦C until use. The enzymatic activity in both
fractions (cell-free and extracted) was measured
at 25 ◦C in a 3ml reaction mix containing 0.038M
potassium phosphate buffer, pH 7.5, 0.009% (w/v)
o-dianisidine, 0.017% (w/v) cholesterol, 0.33% (v/v)
Triton X-100 and 10U of peroxidase. The increase
of OD (A500 nm) for 5—10min was recorded and units
of ChOx activity were calculated by
U/ml= (!OD500 nm/min in sample−!OD500 nm/min in blank)× (3)
(7.5)× (0.1)
where (3) repr sents 3ml, th assay total volume,
(0.1) ml is the sample volume and 7.5 is themillimo-
lar extinction coefficient of oxidized o-dianisidine
at 500 nm. One activity unit will convert 1!mol
of cholesterol to 4-cholest n-3-one per minute at
pH 7.5 and 25 ◦C. Data displayed i "Results" sec-
tion show the ChOx activity units measured in both
the supernatant (containing the enzyme excreted
to the medium) and the Triton X-100 extracted
fraction (that account for the enzyme bound to
the membrane) from a 100ml volume of cell
culture.
Results
Growth of Rhodococcus sp. strain CECT3014
with cholesterol and other steroids
Strain CECT3014 has been reported as a choles-
terol oxidase (ChOx) producing bacterium. The
presence of a ChOx activity suggests that strain
CECT3014 may be able to degrade cholesterol and
other steroids. To define its range of growth sub-
strat s, strain CECT3014 was aerobically grown
in minimal medium supplemented with several
steroids as the sole source of energy and carbon.
This strain was able to use as growth substrate
many of these compounds, namely cholesterol,
cholestenone, testosterone, androsterone, proges-
terone, pregnenolone, ergosterol, AD and ADD, but
not "-estradiol (data not shown).
Growth experiments performed at 250 rpm and
30 ◦C in minimal medium supplemented with
1mg/ml solid cholesterol yielded a doubling time
of 15.8± 3.3 h and a maximum of OD (A600) of
1.0± 0.3 (Table 3). In order to increase cholesterol
solubility, methyl-"-cyclodextrin (CD) was included
in th culture medium. Strain CECT3014 was unable
to grow in minimal medium supplemented with
either 18mM or 26mM CD, but grew well in this
medium supplemented with 1.5mM cholesterol and
16.4mM CD, showing a maximum of OD (A600)
of 1.6± 0.1 and a doubling time of 11.9± 2.6 h
(Table 3). Therefore, the presence of CD in the
culture medium increases 60% the maximum OD and
reduces the doubling time in more than 25%.
Cloning and identification of a chromosomal
DNA fragment containing some ORFs
probably involved in cholesterol catabolism
in Rhodococcus sp. strain CECT3014
Several pairs of primers were designed and used
to look for different genes of the cholesterol
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Results	  	  
Growth	  of	  Rhodococcus	  sp.	  strain	  CECT3014	  with	  cholesterol	  and	  other	  steroids	  	  
Strain	  CECT3014	  has	  been	  reported	  as	  a	  cholesterol	  oxidase	  (ChoOx)	  producing	  bacterium.	  
The	  presence	  of	  a	  ChoOx	  activity	  suggests	   that	  strain	  CECT3014	  may	  be	  able	   to	  degrade	  
cholesterol	  and	  other	  steroids.	  To	  define	  its	  range	  of	  growth	  substrates,	  strain	  CECT3014	  
was	  aerobically	  grown	  in	  minimal	  medium	  supplemented	  with	  several	  steroids	  as	  the	  sole	  
source	   of	   energy	   and	   carbon.	   This	   strain	   was	   able	   to	   use	   as	   growth	   substrate	  many	   of	  
these	   compounds,	   namely	   cholesterol,	   cholestenone,	   testosterone,	   androsterone,	  
progesterone,	   pregnenolone,	   ergosterol,	   AD	   and	   ADD,	   but	   not	   β-­‐estradiol	   (data	   not	  
shown).	  	  
Growth	  experiments	  performed	  at	  250	  rpm	  and	  30	  °C	  in	  minimal	  medium	  supplemented	  
with	  1	  mg/ml	  solid	  cholesterol	  yielded	  a	  doubling	  time	  of	  15.8	  ±	  3.3	  h	  and	  a	  maximum	  of	  
OD	   (A600)	   of	   1.0	   ±	   0.3	   (Table	   3).	   In	   order	   to	   increase	   cholesterol	   solubility,	   methyl-­‐β-­‐
cyclodextrin	   (CD)	   was	   included	   in	   the	   culture	   medium.	   Strain	   CECT3014	   was	   unable	   to	  
grow	  in	  minimal	  medium	  supplemented	  with	  either	  18	  mM	  or	  26	  mM	  CD,	  but	  grew	  well	  in	  
this	   medium	   supplemented	   with	   1.5	   mM	   cholesterol	   and	   16.4	   mM	   CD,	   showing	   a	  
maximum	  of	  OD	  (A600)	  of	  1.6	  ±	  0.1	  and	  a	  doubling	  time	  of	  11.9	  ±	  2.6	  h	  (Table	  3).	  Therefore,	  
the	  presence	  of	  CD	   in	   the	  culture	  medium	   increases	  60%	  the	  maximum	  OD	  and	  reduces	  
the	  doubling	  time	  in	  more	  than	  25%.	  	  
	  
	  
	  
Cholesterol oxidase activity in strain CECT3014 409
Table 3. Growth data of Rhodococcus sp. strain CECT3014 and its derived choG mutant strain.
Strain 1.5mM carbon source No cyclodextrina 16.5mM cyclodextrin
Maximum OD
(A600)
Doubling time
(h)
Maximum OD
(A600)
Doubling
time (h)
Wild type CECT3014 — No growth No growth No growth No growth
Cholesterol 1.0± 0.3 15.8± 3.3 1.6± 0.1 11.9± 2.6
Cholestenone 1.0± 0.3 33.5± 6.6 1.0± 0.1 10.1± 4.6
CECT3014 choG mutant Cholesterol 1.0± 0.3 17.2± 4.8 1.6± 0.2 13.6± 0.4
Cholestenone 0.8± 0.2 30.2± 9.7 1.1± 0.1 9.5± 3.9
These data are the result of triplicate experiments.
a Minimal medium was supplemented with the steroid (1mg/ml).
CD (see "Strains, growth conditions and plasmids"
section) and containing 0.1mg/ml o-dianisidine and
1U/ml peroxidase.
A colorimetric assay for measuring cell-free and
extracted ChOx activities was performed as fol-
lows (U.S. Patent No. 4072568; Kreit et al., 1992b).
Cells from 100ml of an exponential growing culture
were harvested by centrifugation at 15min, at 4 ◦C
and 5000 rpm. The broth filtrate was kept at 4 ◦C
and the pellet was resuspended in 0.05M potas-
sium phosphate buffer, pH 7.5, containing 5% (v/v)
isopropanol and 1% (v/v) Triton X-100. Extracted
ChOx fraction was obtained by magnetic stirring
of the cellular suspension for 30min at room tem-
perature. The enzymatic solution was collected by
centrifugation (15,000 rpm, 30min, 4 ◦C) and kept
at 4 ◦C until use. The enzymatic activity in both
fractions (cell-free and extracted) was measured
at 25 ◦C in a 3ml reaction mix containing 0.038M
potassium phosphate buffer, pH 7.5, 0.009% (w/v)
o-dianisidine, 0.017% (w/v) cholesterol, 0.33% (v/v)
Triton X-100 and 10U of peroxidase. The increase
of OD (A500 nm) for 5—10min was recorded and units
of ChOx activity were calculated by
U/ml= (!OD500 nm/min in sample−!OD500 nm/min in blank)× (3)
(7.5)× (0.1)
where (3) represents 3ml, the assay total volume,
(0.1) ml is the sample volume and 7.5 is themillimo-
lar extinction coefficient of oxidized o-dianisidine
at 500 nm. One activity unit will convert 1!mol
of cholesterol to 4-cholesten-3-one per minute at
pH 7.5 and 25 ◦C. Data displayed in "Results" sec-
tion show the ChOx activity units measured in both
the supernatant (containing the enzyme excreted
to the medium) and the Triton X-100 extracted
fraction (that account for the enzyme bound to
the membrane) from a 100ml volume of cell
culture.
Results
Growth of Rhodococcus sp. strain CECT3014
with cholesterol and other steroids
Strain CECT3014 has been reported as a choles-
terol oxidase (ChOx) producing bacterium. The
presence of a ChOx activity suggests that strain
CECT3014 may be able to degrade cholesterol and
other steroids. To define its range of growth sub-
strates, strain CECT3014 was aerobically grown
in minimal medium supplemented with several
steroids as the sole source of energy and carbon.
This strain was able to use as growth substrate
many of these compounds, namely cholesterol,
cholestenone, testosterone, androsterone, proges-
terone, pregnenolone, ergosterol, AD and ADD, but
not "-estradiol (data not shown).
Growth experiments performed at 250 rpm and
30 ◦C in minimal medium supplemented with
1mg/ml solid cholesterol yielded a doubling time
of 15.8± 3.3 h and a maximum of OD (A600) of
1.0± 0.3 (Table 3). In order to increase cholesterol
solubility, methyl-"-cyclodextrin (CD) was included
in the culture medium. Strain CECT3014 was unable
to grow in minimal medium supplemented with
either 18mM or 26mM CD, but grew well in this
medium supplemented with 1.5mM cholesterol and
16.4mM CD, showing a maximum of OD (A600)
of 1.6± 0.1 and a doubling time of 11.9± 2.6 h
(Table 3). Therefore, the presence of CD in the
culture medium increases 60% the maximum OD and
reduces the doubling time in more than 25%.
Cloning and identification of a chromosomal
DNA fragment containing some ORFs
probably involved in cholesterol catabolism
in Rhodococcus sp. strain CECT3014
Several pairs of primers were designed and used
to look for different genes of the cholesterol
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Cloning	   and	   identification	   of	   a	   chromosomal	   DNA	   fragment	   containing	   some	   ORFs	  
probably	  involved	  in	  cholesterol	  catabolism	  in	  Rhodococcus	  sp.	  strain	  CECT3014	  	  
Several	   pairs	   of	   primers	   were	   designed	   and	   used	   to	   look	   for	   different	   genes	   of	   the	  
cholesterol	  catabolic	  pathway	  in	  the	  strain	  CECT3014.	  Positive	  results	  were	  obtained	  with	  
consensus	  primer	  pairs	  CH7/CH8	  and	  CH6/CH8	  (Table	  2),	  designed	  from	  hsaEGF	  region	  of	  
R.	  jostii	  RHA1,	  Comamonas	  testosteroni	  and	  N.	  farcinica	  IFM	  10152	  genomes	  and	  used	  on	  
strain	  CECT3014	   chromosomal	  DNA	   to	  PCR	  amplify	   two	   fragments	  of	  1.1	   kb	  and	  2.4	   kb,	  
respectively	  (Fig.	  2).	  	  
	  
Figure	   2.	   (A)	   Scheme	   of	   the	   genetic	   organization	   of	   the	   9.8	   kb	   CECT3014	   genomic	   fragment	  
(accession	  number	  FJ940227)	  compared	  with	  similar	  regions	  of	  other	  bacterial	  strains.	  Homologous	  
ORFs	   are	   depicted	   in	   the	   same	   frame.	   Primers	   used	   in	   some	   PCR	   amplifications	   are	   displayed.	  
Horizontal	   black	   bars	   indicate	   the	   PCR	   amplified	   and	   cloned	   fragments.	   Only	   relevant	   restriction	  
sites	  are	  shown.	  (B)	  Transcription	  studies	  on	  the	  9.8	  kb	  genomic	  fragment.	  Horizontal	  bars:	  specific	  
RT-­‐PCR	   products	   amplified	   from	   RNA	   isolated	   from	   Rhodococcus	   sp.	   strain	   CECT3014	   cultures	  
growing	  in	  minimal	  medium	  with	  cholesterol	  (black	  bars).	  The	  negative	  control	  kstD-­‐tesI	  used	  in	  all	  
amplifications	  and	  other	  undetected	  amplification	  products	  are	  shown	  as	  stripped	  bars.	  Parallel	  RT-­‐
PCR	   experiments	   from	   cultures	   growing	   in	   glycerol	   yielded	   negative	   results	   except	   for	   choG	  
transcript	  (grey	  bar).	  Putative	  promoters	   in	  silico	  detected	  by	  BPROM,	  Promscan	  and	  NNPP	  servers	  
are	  shown.	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The	   1.1	   kb	   fragment	   was	   DIG	   labelled	   and	   used	   as	   a	   probe	   to	   screen	   different	   strain	  
CECT3014	  genomic	  digestions	  by	   Southern	  blot.	  EcoRI-­‐HindIII	   double	  digestion	   yielded	  a	  
unique	   positive	   band	   of	   around	   8.4	   kb	   and	   then	   a	   strain	   CECT3014	   EcoRI-­‐HindIII	   gene	  
library	  was	  made	  in	  E.	  coli	  using	  pBluescript	  II	  KS+	  as	  cloning	  vector.	  The	  screening	  of	  this	  
library	   with	   the	   same	   1.1	   kb	   probe	   led	   to	   the	   isolation	   of	   a	   clone	   carrying	   a	   plasmid	  
(p1071)	   with	   a	   8.4	   kb	   insert	   (Table	   1)	   that	   thereafter	   was	   sequenced.	   The	   2.4	   kb	   PCR	  
fragment	  partially	  overlapped	  with	   this	  8.4	  kb	   insert	   sequence	   to	  yield	  a	   total	  of	  9.4	  kb.	  
Finally,	   an	   IPCR	   was	   performed	   with	   KpnI	   digested	   strain	   CECT3014	   genomic	   DNA	   and	  
primers	   CH17	   and	  CH18	   (Table	   2)	   to	   extend	   the	   5′	   end,	   yielding	   an	   additional	   fragment	  
that	  was	  added	  to	  the	  previous	  9.4	  kb	  to	  get	  a	  9.8	  kb	  sequence	  deposited	  as	  FJ940227	  (Fig.	  
2).	  The	  sequence	  analysis	  of	  this	  fragment	  revealed	  six	  complete	  and	  two	  truncated	  ORFs	  
(Table	  4	  and	  Fig.	  2).	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Table 4. ORFs of the 9.8 kb genomic sequence of Rhodococcus sp. strain CECT3014.
Namea Aa/
PI/
kDa
Putative function Protein domains R. erythropolis
homologue
(% aa id)
C. testosteroni
homologue (%
aa id)
R. jostii RHA1
homologue (%
aa id)
tesG
hsaF
333t
ndt
ndt
4-Hydroxy-2-
oxovalerate
aldolase
PRK08195
HMGL-like
DmpG comm.
BAH31449b
(100%)
BAC67696
(50%)
ABG96321
(96%)
tesF
hsaG
300
4.7
31.9
Acetaldehyde
dehydrogenase
NADB Rossmann
AcetDehyd-dimer
BAH31448b
(99%)
BAC67695
(56%)
ABG96320
(96%)
tesE
hsaE
261
4.4
28.0
2-Hydroxypenta-
2,4-dienoate
hydratase
COG3971
FAA hydrolase
BAH31447b
(99%)
BAC67694
(41%)
ABG96319
(86%)
tesI 532
9.2
55.3
3-Ketosteroid
delta(4)(5alpha)-
dehydrogenase
COG3573
PRK12835
BAH31446b
(99%)
BAC81693
(43%)
nd
tesH
kstD
577
6.2
61.6
3-Keto-5alpha-
steroid
delta(1)-
dehydrogenase
COG3573
PRK12835
ABW74859c
(100%)
BAH31445b
(99%)
BAC81692
(39%)
ABG96318
(78%)
hsd4B 285
4.9
30.4
2-Enoyl acyl-CoA
hydratase
HDE HSD
PRK08190
BAH31444b
(100%)
— ABG96317
(83%)
choG 587
5.7
63.3
Cholesterol
oxidase
pfam09129,
Chol subst-bind
pfam01565,
FAD binding
BAH31443b
(100%)
ABW74861c
(100%)
— —
t: truncated; nd: not determined.
a Two current nomenclatures are used (Horinouchi et al., 2001; Van der Geize et al., 2007).
b R. erythropolis PR4.
c R. erythropolis SQ1.
ing ORF that shows 100% identity (at amino acid
level) to a choG ORF of R. erythropolis RP4. The
putative strain CECT3014 ChoG protein contains a
signal peptide having the most likely cleavage site
between position 36 and 37 (AYA-VP). We built a
phylogenetic tree of most of the cholesterol oxi-
dases known to date. These proteins appeared
grouped in two classes: class I is formed by enzymes
with a FAD cofactor non-covalently bound; class II
is formed by enzymes with a covalently bound FAD
cofactor. The ChoG protein of strain CECT3014 lies
within the class II branch (Fig. 3). The amino acid
sequence of CECT3014 ChoG displays every struc-
tural features that are common to the proteins of
this class (Sampson and Vrielink, 2003), including
the histidine residue where FAD is linked (H113) and
the other important residues for the cofactor bind-
ing (E311,433,481,524, R476, N526 and K535).
Figure 3. Phylogenetic tree of class II (enzymes with covalently bound cofactor) cholesterol oxidases based on the
sequence of ChOx proteins (Clustal W alignment). The ChoG cholesterol oxidase isolated from strain CECT3014 is
framed.
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The	   ORF	   organization	   of	   this	   DNA	   fragment	   is	   similar	   to	   the	   analogous	   region	   of	  
Rhodococcus	   erythropolis	  PR4.	  We	   compared	   the	   sequence	  of	   the	  9.8	   kb	  DNA	   fragment	  
with	   the	   recently	   released	   genome	   of	   R.	   erythropolis	   PR4	   and	   found	   that	   they	   display	  
about	  99%	  of	  base	  identity.	  This	  data	  led	  us	  to	  make	  a	  16S	  rRNA	  gene	  sequence	  analysis	  of	  
strain	   CECT3014,	   the	   result	   of	   which	   confirmed	   that	   strain	   CECT3014	   is	   in	   fact	   a	   R.	  
erythropolis	  strain.	  	  
Among	  the	  CECT3014	  ORFs	  we	  identified	  six	  of	  them	  most	  probably	  coding	  for	  enzymatic	  
activities	  involved	  in	  steroid	  catabolism:	  hsd4B,	  kstD,	  tesI	  and	  hsaEGF-­‐like	  ORFs	  (Fig.	  2).	  At	  
one	  end	  of	  this	  9.8	  kb	  DNA	  region,	  upstream	  of	  a	  truncated	  transcriptional	  regulator	  of	  the	  
MerR	  family,	  there	  is	  a	  587	  aa	  coding	  ORF	  that	  shows	  100%	  identity	  (at	  amino	  acid	  level)	  
to	  a	  choG	  ORF	  of	  R.	  erythropolis	  RP4.	  The	  putative	  strain	  CECT3014	  ChoG	  protein	  contains	  
a	  signal	  peptide	  having	  the	  most	  likely	  cleavage	  site	  between	  position	  36	  and	  37	  (AYA-­‐VP).	  
We	   built	   a	   phylogenetic	   tree	   of	  most	   of	   the	   cholesterol	   oxidases	   known	   to	   date.	   These	  
proteins	   appeared	   grouped	   in	   two	   classes:	   class	   I	   is	   formed	   by	   enzymes	   with	   a	   FAD	  
cofactor	  non-­‐covalently	  bound;	  class	  II	  is	  formed	  by	  enzymes	  with	  a	  covalently	  bound	  FAD	  
cofactor.	  The	  ChoG	  protein	  of	  strain	  CECT3014	  lies	  within	  the	  class	  II	  branch	  (Fig.	  3).	  The	  
amino	   acid	   sequence	   of	   CECT3014	   ChoG	   displays	   every	   structural	   features	   that	   are	  
common	  to	   the	  proteins	  of	   this	   class	   (Sampson	  &	  Vrielink,	  2003),	   including	   the	  histidine	  
residue	   where	   FAD	   is	   linked	   (H113)	   and	   the	   other	   important	   residues	   for	   the	   cofactor	  
binding	  (E311,433,481,524,	  R476,	  N526	  and	  K535).	  
	  
	  
	  
Figure	  3.	  Phylogenetic	  tree	  of	  class	  II	  (enzymes	  with	  covalently	  bound	  cofactor)	  cholesterol	  oxidases	  
based	   on	   the	   sequence	   of	   ChoOx	   proteins	   (Clustal	   W	   alignment).	   The	   ChoG	   cholesterol	   oxidase	  
isolated	  from	  strain	  CECT3014	  is	  framed.	  Bar:	  0.2	  substitutions	  per	  amino	  acid.	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Construction	  and	  characterization	  of	  a	  Rhodococcus	  sp.	  strain	  CECT3014	  choG	  disruption	  
mutant	  	  
In	   order	   to	   functionally	   define	   the	   choG	   protein	   product,	   a	   disruption	   mutant	   was	  
constructed	  by	   the	   insertion	  of	   an	   apramycin	   resistance	   gene	   in	   the	   choG	  ORF	  of	   strain	  
CECT3014	  by	  means	  of	  a	  homologous	  recombination	  between	  the	  wild	   type	  allele	  and	  a	  
truncated	  version	  of	  the	  choG	  gene	  (Fig.	  1).	  Growth	  curves	  of	  strain	  CECT3014	  cultures	  in	  
minimal	   medium	   supplemented	   with	   cholesterol	   showed	   no	   meaningful	   difference	  
between	  the	  wild	  type	  strain	  and	  the	  choG	  mutant	   (Table	  3),	  suggesting	  that	   the	   lack	  of	  
the	   choG	   encoded	   ChoOx	   activity	   is	   not	   essential	   for	   cell	   growth	   and	   some	   other	   gene	  
should	   be	   responsible	   for	   the	   intracellular	   cholesterol	   catabolism,	   as	   discussed	   later.	  
When	  CD	  was	  added	  to	  increase	  the	  low	  cholesterol	  solubility,	  a	  decrease	  in	  the	  doubling	  
time	  was	   observed;	   this	   effect	  was	   very	   similar	   in	   cultures	   of	   both	   the	  mutant	   and	   the	  
parental	  strain.	  	  
In	  order	  to	  know	  whether	  the	  ChoOx	  activity	  encoded	  by	  choG	  confers	  any	  advantage	  to	  
cells	   growing	   in	   a	   medium	   where	   cholesterol	   is	   the	   sole	   energy	   and	   carbon	   source,	   a	  
competition	   experiment	   of	   the	   wild	   type	   against	   the	   choG	  mutant	   was	   performed.	   No	  
difference	  was	  observed	  when	  the	  number	  of	  mutant	  colonies	  (apramycin	  resistant)	  was	  
compared	  to	  the	  number	  of	  wild	  type	  colonies	  (apramycin	  sensitive).	  	  
	  
Cholesterol	  oxidase	  activity	  in	  Rhodococcus	  sp.	  strain	  CECT3014	  	  
The	   use	   of	   peroxidase	   indicator	   test	   plates	   allowed	   us	   to	   detect	   the	   presence	   of	  
extracellular	   ChoOx	   activity	   in	   several	   Rhodococcus	   strains	   (R.	   equi	   CECT4443,	   R.	  
erythropolis	  CECT3008)	   and	   its	   lack	   in	   others	   (R.	   jostii	  RHA1,	  R.	   rhodochrous	  CECT5044)	  
(Fig.	  4).	  It	  should	  be	  noted	  that	  the	  absence	  of	  brown	  colour	  does	  not	  imply	  the	  lack	  of	  any	  
ChoOx	  activity	  but	  the	  absence	  of	  a	  ChoOx	  enzyme	  that	  can	  be	  secreted	  outside	  the	  cell	  
and	   act	   on	   the	   cholesterol	   in	   the	  medium.	   The	   cells	   producing	  no	   colour	  during	   growth	  
may	  still	  contain	  intracellular	  ChoOx	  activity.	  Strain	  CECT3014	  cells	  produced	  brown	  colour	  
when	  growing	  on	   these	   test	  plates	   (Fig.	  4),	   confirming	   that	   they	  contain	  an	  extracellular	  
ChoOx	  activity.	  Most	  outstanding,	  when	  strain	  CECT3014	  choG	  mutant	  was	  grown	  on	  the	  
ChoOx	  indicator	  plate,	  no	  brown	  colour	  was	  observed	  around	  the	  colonies,	  in	  contrast	  to	  
the	  wild	  type	  strain	  (Fig.	  4B),	  strongly	  suggesting	  that	  mutant	  cells	  lack	  extracellular	  ChoOx	  
activity	  albeit	  they	  should	  have	  an	  alternative	  ChoOx	  involved	  in	  cholesterol	  degradation.	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Figure	   4.	  Growth	   of	   bacterial	   strains	   on	   ChoOx	   indicator	   test	   plates	  made	  with	  minimal	  medium	  
containing	  16.5	  mM	  CD	  and	  1.5	  mM	  cholesterol.	  (A)	  1:	  strain	  CECT3014;	  2:	  R.	  equi	  CECT4443;	  3:	  R.	  
erythropolis	  CECT3008;	  4:	  R.	  rhodochrous	  CECT5044;	  5:	  R.	   jostii	  RHA1;	  6:	  E.	  coli	  DH5α.	  (B)	  1:	  strain	  
CECT3014	  wild	  type;	  2:	  strain	  CECT3014	  choG	  mutant;	  3:	  strain	  CECT3014	  choG	  [pNV19-­‐choG].	  	  
	  
	  
	  
Cellular	  distribution	  of	  ChoOx	  activity	  in	  CECT3014	  strains	  	  
ChoOx	   activity	   in	   several	   cultures	   of	   CECT3014	   strains	   was	   measured	   as	   either	  
extracellular	   (cell-­‐free)	   or	   detergent-­‐extractable	   (membrane-­‐bound)	   activity	   (see	  
"Material	  and	  methods"	  section).	  Very	   low	  basal	  activities	  were	   found	   in	  cultures	  of	   the	  
wild	   type	  strain	  grown	   in	  either	  LB,	  glycerol,	  AD	  or	   testosterone	  (not	  shown),	  while	  high	  
ChoOx	   activities	  were	   detected	   in	   cultures	   grown	   in	  minimal	  media	   supplemented	  with	  
either	   cholesterol	   or	   cholestenone	   (Fig.	   5),	   supporting	   an	   inducer	   role	   for	   these	   two	  
compounds.	  Moreover,	  both	  molecules	  produce	  the	  same	  70/30	  quantitative	  distribution	  
of	  the	  ChoOx	  activity	  between	  the	  membrane-­‐bound	  and	  the	  cell-­‐free	  fractions.	  	  
The	   analysis	   of	   these	   two	   activity	   fractions	   was	   also	   made	   in	   cultures	   of	   the	   strain	  
CECT3014	  choG	  mutant.	  When	  measuring	  ChoOx	  activity	  in	  cultures	  of	  the	  CECT3014	  choG	  
strain	  grown	   in	  either	  cholesterol	  or	  cholestenone,	  both	  cell-­‐free	  and	  extractable	  ChoOx	  
activities	   remained	   at	   the	   basal	   values	   (Fig.	   5),	   which	   strongly	   suggests	   that	   the	   choG	  
encoded	  extracellular	  ChoOx	  activity	  is	  related	  to	  both	  the	  membrane-­‐bound	  and	  the	  cell-­‐
free	  enzyme	  forms.	  	  
A	   	   	  	   	   B	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Figure	   5.	   Supernatant	   (cell-­‐free)	   and	   extractable	   ChoOx	   activities	   of	   cultures	   of	   CECT3014	   strains.	  
Oxidase	  activity	  is	  referred	  to	  a	  100	  ml	  initial	  culture	  and	  was	  measured	  as	  stated	  in	  "Material	  and	  
methods"	  section.	  ChoOx	  activities	  of	  triplicate	  cultures	  of	  the	  wild	  type	  strain,	  the	  choG	  mutant	  and	  
the	  mutant	   transformed	  with	   the	  pNV19-­‐choG	   plasmid	  expressing	   the	   choG	  gene,	   grown	   to	   a	  OD	  
(A600)	  of	  0.3	  ±	  0.02	  units,	  in	  (A)	  cholesterol,	  (B)	  glycerol	  and	  (C)	  cholestenone	  are	  shown.	  	  
	  
	  
	  
Complementation	  assays	  of	  the	  Rhodococcus	  sp.	  strain	  CECT3014	  choG	  mutant	  	  
The	   choG	   gene	   of	   strain	   CECT3014	   was	   PCR	   amplified	   and	   cloned	   into	   pNV19	   plasmid	  
vector	  to	  construct	  plasmid	  pNV19-­‐choG	  (Fig.	  1).	  When	  the	  CECT3014	  choG	  mutant	  strain	  
was	  transformed	  with	  the	  above	  plasmid,	  brown	  colour	  was	  present	  around	  the	  colonies	  
grown	  on	  the	  ChoOx	  indicator	  plate	  (Fig.	  4B).	  This	  result	  unambiguously	  states	  that	  choG	  
gene	  codes	  for	  the	  ChoOx	  activity	  of	  strain	  CECT3014	  that	  is	  secreted	  outside	  the	  cell,	  as	  
will	  be	  discussed	  later.	  The	  analysis	  of	  the	  activity	  of	  both	  cell-­‐free	  and	  membrane-­‐bound	  
cholesterol	  oxidase	  fraction	  was	  also	  carried	  out	  in	  the	  reconstituted	  mutant.	  Cultures	  of	  
the	  choG	  mutant	  strain	  harbouring	  the	  pNV19-­‐choG	  plasmid	  easily	   recovered	  the	  ChoOx	  
activity	   of	   both	   cell-­‐free	   and	   extractable	   fractions	   (Fig.	   5)	   suggesting	   that	   both	   activity	  
fractions	  are	  produced	  by	  the	  same	  ChoG	  protein.	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Analysis	  of	  the	  expression	  of	  strain	  CECT3014	  cho	  genes	  	  
The	  expression	  of	  ORFs	  found	  in	  the	  9.8	  kb	  genomic	  DNA	  fragment	  was	  analysed	  by	  means	  
of	   RT-­‐PCR	   of	   RNAs	   prepared	   from	   cultures	   of	   CECT3014	   cells	   growing	   in	   W	   minimal	  
medium	  supplemented	  with	   cholesterol	  or	   glycerol.	   Specific	  primer	  pairs	   (Table	  2)	  were	  
designed	   to	   search	   for	   transcripts	   of	   the	   different	   ORFs.	   Results	   pointed	   out	   that	  
transcripts	   from	  most	  of	   the	  genes	   in	   the	   cluster	  were	  present	   in	   cholesterol	  but	  not	   in	  
glycerol	  grown	  cultures	   showing	  a	  cholesterol	   induced	   transcription	  pattern	   (Fig.	  2).	  The	  
only	   exception	   is	   choG	  whose	   transcript	   is	   detected	   both	   in	   glycerol	   and	   in	   cholesterol,	  
indicating	  that	  it	  seems	  to	  be	  constitutively	  expressed.	  	  
Co-­‐transcription	   studies	   did	   not	   show	   the	   occurrence	   in	   cholesterol	   culture	  medium	   of	  
either	  kstD-­‐tesI	  RNA	  sequences	  (negative	  control)	  or	  tesI-­‐hsaE	  RNA	  sequences,	   indicating	  
that	  tesI	   is	   independently	  transcribed.	  On	  the	  other	  side,	  co-­‐transcripts	  from	  hsaE-­‐G	  and	  
hsaG-­‐F	   could	   be	   amplified,	   strongly	   suggesting	   that	   hsaEGF	   are	   transcribed	   to	   a	  
polycistronic	  mRNA.	   Finally,	   co-­‐transcription	   of	   kstD,	   hsd4B	  and	   choG	  but	   not	  merR-­‐like	  
ORF	   is	   confirmed	   through	   the	   amplification	   of	   sequences	   derived	   from	   each	   pair	   of	  
adjacent	  ORFs.	  And,	  very	  remarkable,	   this	  kstD-­‐hsd4B-­‐choG	  transcript	  was	  only	  detected	  
in	  cultures	  in	  cholesterol,	  but	  not	  in	  glycerol,	  showing	  that	  choG	  can	  also	  be	  transcribed	  as	  
a	  cholesterol	  induced,	  polycistronic	  mRNA.	  The	  in	  silico	  promoter	  search	  in	  the	  9.8	  kb	  DNA	  
fragment	  yielded	  a	  result	  compatible	  with	  the	  above	  data	  (Fig.	  2).	  Putative	  promoters	  that	  
could	   drive	   the	   independent	   transcription	   of	   tesI	   and	   the	   transcription	   of	   the	   hsaEGF	  
operon	   were	   detected	   in	   front	   of	   tesI	   and	   hsaE,	   respectively.	   Similarly,	   one	   putative	  
promoter	  located	  in	  front	  of	  choG	  and	  a	  second	  one	  upstream	  kstD	  might	  be	  responsible	  
for	  the	  two	  different	  transcription	  modes	  of	  the	  choG	  ORF.	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Discussion	  	  
The	   genus	   Rhodococcus	   is	   well	   known	   for	   its	   wide	   biodegradation	   potential	   on	   a	   large	  
number	   of	   organic	   compounds.	   In	   this	   work	   we	   checked	   that	   Rhodococcus	   sp.	   strain	  
CECT3014	   is	   able	   to	   grow	   on	   different	   steroid	   compounds	   such	   as	   cholesterol,	  
cholestenone,	   testosterone,	   ergosterol,	   androsterone,	   progesterone,	   pregnenolone,	   AD	  
and	   ADD	   as	   the	   sole	   source	   of	   carbon	   and	   energy.	   Particularly,	   it	   can	   grow	   in	  minimal	  
medium	   supplemented	  with	   cholesterol	   showing	   a	   doubling	   time	   of	   16	   h	   and	   getting	   a	  
maximum	  of	  1	  absorbance	  unit	  (OD600).	  The	  presence	  of	  CD	  in	  the	  medium	  facilitates	  the	  
uptake	   of	   cholesterol	   into	   the	   cell	   and	   raises	   the	   culture	   growing	   density	   to	   1.6	  
absorbance	  units	   (60%	   increase)	  and	   reduces	   the	  doubling	   time	   from	  16	  h	   to	  12	  h	   (25%	  
decrease).	  	  
Searching	  for	  genes	  involved	  in	  cholesterol	  catabolism	  in	  strain	  CECT3014,	  we	  have	  found	  
and	   cloned	   a	   9.8	   kb	  DNA	   fragment	   containing	   several	  ORFs	   similar	   to	   genes	   involved	   in	  
steroid	  catabolism	  (Fig.	  2).	  Hsd4B	  is	  a	  2-­‐enoyl	  acyl-­‐CoA	  hydratase	  which	  together	  with	  the	  
product	  of	  hsd4A	  may	  be	  related	  to	  cholesterol	  side	  chain	  shortening.	  KstD	  (also	  known	  as	  
TesH)	  protein	  is	  a	  3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase,	  a	  key	  enzyme	  needed	  for	  the	  opening	  
of	  the	  steroid	  B-­‐ring	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a;	  van	  der	  Geize	  
&	  Dijkhuizen,	  2004).	  TesI,	  a	  3-­‐keto-­‐5α-­‐steroid-­‐Δ4-­‐dehydrogenase,	  is	  not	  always	  present	  in	  
the	  genome	  of	  other	   related	  bacteria	   such	  as	  R.	   jostii	  RHA1.	  TesI	  has	  been	  shown	  to	  be	  
necessary	  for	  degradation	  of	  androsterone	  (a	  single	  bond	  between	  C4	  and	  C5	  atoms)	  but	  
not	  testosterone	  (a	  double	  bond	  between	  C4	  and	  C5)	  in	  C.	  testosteroni	  (Horinouchi	  et	  al.,	  
2003b).	  The	  predicted	  TesI	  from	  CECT3014	  (but	  not	  TesI	  from	  Comamonas	  and	  Nocardia)	  
contains	  a	  signal	  peptide	  at	  position	  27	  and	  28	  (AVA-­‐AG).	  The	  hsaE,	  hsaG	  and	  hsaF	  ORFs	  
were	  found	  in	  all	  the	  genomes	  analysed	  (Fig.	  2).	  Although	  they	  code	  for	  common	  enzymes	  
(4-­‐hydroxy-­‐2-­‐oxovalerate	  aldolase,	  acetaldehyde	  dehydrogenase	  and	  2-­‐hydroxypenta-­‐2,4-­‐
dienoate	  hydratase	   respectively),	   the	  particular	  organization	  of	   this	  hsaEGF	  gene	  cluster	  
has	  been	  only	  found	  in	  regions	  coding	  for	  the	  steroid	  catabolic	  pathway.	  	  
Putative	   ChoG	   protein	   contains	   an	   N-­‐terminal	   signal	   peptide	   and	   is	  most	   similar	   to	   the	  
homologous	  protein	  of	  R.	  erythropolis	  PR4.	  Cholesterol	  oxidase	  (ChoOx;	  EC	  1.1.3.6)	  is	  the	  
enzyme	  proposed	  to	  catalyse	  the	  first	  step	  of	  the	  degradation	  of	  cholesterol,	  although	  in	  
M.	   tuberculosis	   a	   3β-­‐hydroxysteroid	   dehydrogenase	   is	   claimed	   to	   be	   involved	   in	   this	  
transformation	   (Yang	   et	  al.,	   2007).	   Some	  cholesterol-­‐degrading	  bacterial	   strains,	  but	  not	  
all,	  produce	  ChoOx	  enzymes	  that	  are	  secreted	  outside	  the	  cell	  (Pollegioni	  et	  al.,	  2009).	  The	  
extracellular	   ChoOx	   activity	   can	   be	   inferred	   from	   the	   brown	   colour	   of	   the	   surrounding	  
areas	   of	   bacterial	   colonies	   grown	   on	   ChoOx	   indicator	   test	   plates.	  We	   checked	   different	  
Rhodococcus	   strains	   for	   extracellular	   oxidase	   activity	   using	   ChoOx	   indicator	   test	   plates	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(Fig.	   4)	   and	   most	   of	   them	   (R.	   equi	   CECT4443,	   R.	   erythropolis	   CECT3008	   and	   strain	  
CECT3014),	  but	  not	  all	  (R.	  jostii	  RHA1,	  R.	  rhodochrous	  CECT5044),	  yielded	  a	  brown	  colour.	  
In	  the	  case	  of	  strain	  CECT3014,	  this	  colour	  could	  be	  due	  to	  the	  presence	  of	  ChoG.	  	  
The	  occurrence	  of	  a	  putative	  ChoOx	  gene	  close	  to	  a	  cluster	  of	  genes	  probably	  involved	  in	  
the	  cholesterol	  catabolic	  pathway	  appears	  to	  be	  very	  rare	  in	  bacterial	  genomes	  and	  might	  
be	  unique	  to	  R.	  erythropolis	  (Fig.	  2).	  This	  fact	  together	  with	  the	  location	  of	  CECT3014	  ChoG	  
among	  the	   less	  abundant	  class	   II	  ChoOx	  enzymes,	   led	  us	   to	  make	  a	  deeper	  study	  of	   this	  
gene	   by	   constructing	   a	   choG	  disruption	  mutant	   by	   insertion	   of	   an	   apramycin	   resistance	  
cassette.	  The	  mutant	  was	  still	  able	  to	  grow	  in	  minimal	  medium	  with	  cholesterol	  as	  the	  sole	  
carbon	  source	  and	  therefore	  choG	  is	  not	  an	  essential	  gene	  for	  cholesterol	  catabolism.	  This	  
means	  that	  strain	  CECT3014	  probably	  has	  more	  than	  one	  ChoOx	  coding	  functional	  gene.	  
The	  presence	  of	  more	  than	  one	  ChoOx	  gene	  is	  found	  in	  other	  genomes	  (e.g.	  3	  in	  R.	  jostii	  
sp.	   RHA1	   and	   5	   in	   N.	   farcinica	   IFM	   10152).	   Particularly,	   the	   R.	   erythropolis	   released	  
genome	   contains	   a	   second	   cholesterol	   oxidase	   gene	   (choE)	   and	   several	   putative	  
oxidoreductases	   (for	   instance,	   RER_04530	   ORF,	   a	   57%	   aa	   identical	   to	   choG)	   that	   could	  
substitute	  for	  the	  activity	  of	  choG	  when	  this	  is	  absent.	  This	  would	  explain	  why	  there	  is	  no	  
effect	  on	   the	  cholesterol	  growth	  behaviour	  of	  any	  ChoOx	  mutant	  strain	  described	  so	   far	  
(Navas	  et	  al.,	  2001).	  On	  the	  other	  hand,	  the	  CECT3014	  choG	  mutant	  strain	  did	  not	  produce	  
brown	  colour	  on	  ChoOx	  indicator	  test	  plates	  (Fig.	  4B),	  relating	  ChoG	  with	  the	  extracellular	  
ChoOx	  activity.	   Indeed,	  when	  strain	  CECT3014	  choG	  mutant	  cells	  were	  transformed	  with	  
pNV19	  plasmid	  expressing	  choG	  gene,	   the	  ability	   to	  grow	  as	  brown	  colonies	  on	   the	   test	  
plates	  was	  recovered	  (Fig.	  4B).	  This	  result	  unambiguously	  confirms	  that	  choG	   is	  the	  gene	  
responsible	  for	  the	  ChoOx	  activity	  of	  strain	  CECT3014	  that	  is	  exported	  outside	  the	  cell.	  At	  
this	  point	  we	  wondered	  how	  important	  this	  activity	  was	  for	  the	  cell	  survival	  carrying	  out	  a	  
competition	  experiments	  between	  the	  mutant	  and	  the	  wild	  type	  strains.	  The	  results	  led	  us	  
to	  conclude	  that,	  under	  the	  experimental	  conditions	  used,	  no	  advantage	  of	  the	  wild	  type	  
over	   the	   mutant	   strain	   was	   apparent.	   Whatever	   is	   the	   physiological	   role	   of	   the	  
extracellular	  ChoOx	  activity	  of	   strain	  CECT3014,	   it	   seems	  to	  have	  nothing	   to	  do	  with	   the	  
catabolic	  work	  involved	  in	  growing	  maintenance.	  	  
The	  presence	  of	  both	  extracellular	  and	   intracellular	  or	  cell-­‐bound	  ChoOx	   in	  Rhodococcus	  
strains	  have	  been	  reported	  (Johnson	  &	  Somkuti,	  1991;	  Kreit	  et	  al.,	  1992a;	  Sojo	  et	  al.,	  1997;	  
Sojo	  et	  al.,	  2002;	  Elalami	  et	  al.,	  1999;	  Yazdi	  et	  al.,	  2001b;	  Yazdi	  et	  al.,	  2008;	  Ghasemian	  et	  
al.,	  2009).	   Immuno	  electron	  microscopy	  studies	  of	  cholesterol	  oxidases	  of	  R.	  erythropolis	  
IMET	   7185	   have	   shown	   that	   in	   cholesterol	   grown	   cultures	   the	  main	   part	   of	   the	   cellular	  
ChoOx	   is	   located	   on	   the	   cell	   surface	   and	   is	   easily	   extractable	   by	   Triton	   X-­‐100,	   although	  
there	  is	  also	  a	  non-­‐extractable	  ChoOx	  fraction	  associated	  to	  the	  cell	  wall,	  the	  cytoplasmic	  
membrane	   and	   the	   peripheral	   cytoplasm,	   which	   has	   led	   to	   propose	   that	   this	   non-­‐
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extractable	  activity	   could	  be	  a	  hydrophobic	  ChoOx	  precursor	   involved	   in	  membrane	  and	  
cell	  wall	  structures	  (Atrat	  et	  al.,	  1992).	  These	  authors	  also	  detected	  that	  non-­‐induced	  cells	  
possessed	   only	   small	   amounts	   of	   the	   enzyme	   attached	   to	   the	   surface	   and	   cell	   wall	  
structures,	  while	  no	  enzyme	  activity	  was	  observed	   in	  cell-­‐free	  extracts.	  On	  this	  basis,	  we	  
carried	  out	  a	  quantitative	  analysis	  of	  both	  the	  ChoOx	  activity	  released	  to	  the	  medium	  and	  
the	   Triton	   X-­‐100	   extractable	   activity	   in	   several	   strain	   CECT3014	   cultures	   (Fig.	   5).	   Our	  
results	   show	   that	   when	   cells	   are	   suspended	   in	   media	   supplemented	   with	   carbon	  
compounds	   other	   than	   cholesterol	   or	   cholestenone	   (LB,	   glycerol	   or	   even	   some	   steroid	  
compounds)	  both	  activities	  are	  present	  in	  a	  very	  low	  basal	  level.	  In	  contrast,	  in	  cholesterol	  
grown	  cultures	  both	  activities	  are	  highly	  and	  similarly	   induced.	  The	  parallel	  behaviour	  of	  
these	   two	  ChoOx	  activities	  are	   in	  accordance	  with	   the	   results	  of	  a	  previous	  work	   in	  a	  R.	  
erythropolis	  strain	  that	  points	  that	  both	  enzymatic	  ChoOx	  activities	  are	  in	  fact	  produced	  by	  
the	  same	  protein	   (Sojo	  et	  al.,	  1997).	  The	  powerful	   induction	  effect	  of	  cholesterol	  on	  the	  
ChoOx	   activity	   expression	   is	   similar	   to	   the	   reported	   strong	   ChoOx	   activity	   induction	  
observed	  in	  other	  Rhodococcus	  strains	  growing	  in	  cholesterol-­‐containing	  mineral	  medium	  
(Atrat	  et	  al.,	  1992;	  Sojo	  et	  al.,	  1997;	  Yazdi	  et	  al.,	  2001a).	  The	  comparative	  analysis	  of	  the	  
ChoOx	   activity	   of	   both	   the	  wild	   type	   strain	   and	   the	   choG	  mutant	   cultures	   showed	   that	  
choG	  is	  responsible	  for	  the	  strong	  ChoOx	  induction	  effect	  observed	  in	  cholesterol	  cultures,	  
that	  drops	   to	  basal	   levels	  when	   the	  choG	  gene	   is	   truncated	   (Fig.	  5).	  Moreover,	  activities	  
from	  both	  the	  culture	  supernatant	  and	  the	  extractable	  fraction	  disappear	  simultaneously	  
reinforcing	   the	  possibility	   that	  both	  activities	  are	  encoded	   in	  choG.	  When	   the	  CECT3014	  
choG	  mutant	  strain	  was	  transformed	  with	  pNV19	  plasmid	  expressing	  the	  choG	  gene	  and	  
grown	  in	  a	  medium	  where	  cholesterol	  was	  the	  only	  energy	  and	  carbon	  source,	  the	  level	  of	  
both	  fractions	  of	  ChoOx	  activity	  recovered	  (Fig.	  5A).	  This	  result	  confirms	  that	  choG	  codes	  
for	   the	   inducible	   ChoOx	   activity	   of	   strain	   CECT3014	   and	   that	   ChoG	   protein	   distributes	  
between	   the	   cell	   surface	   and	   the	   extracellular	  medium.	   The	   complemented	   choG	   strain	  
showed	  a	  higher	  ChoOx	  activity	  than	  the	  wild	  type	  when	  growing	  in	  minimal	  medium	  with	  
glycerol	  (Fig.	  5B).	  This	  fact	  could	  be	  explained	  by	  the	  higher	  copy	  number	  of	  choG	  gene	  in	  
the	  complemented	  choG	  strain	  which	  would	  yield	  an	  accumulative	  basal	  ChoOx	  activity.	  
On	   the	   other	   hand,	   a	   similar	   induction	   of	   ChoOx	   activity	   was	   observed	   when	   strain	  
CECT3014	   cells	   were	   grown	   using	   cholestenone	   as	   the	   sole	   carbon	   source	   (Fig.	   5C),	   a	  
compound	  that	  is	  the	  final	  product	  of	  the	  enzymatic	  step	  catalysed	  by	  the	  ChoOx	  activity.	  
The	  inducer	  role	  of	  this	  oxidase	  product	  on	  the	  choG	  expression	  merits	  more	  work.	  	  
The	  transcription	  of	  cho	  genes	  in	  the	  9.8	  kb	  CECT3014	  genomic	  region	  has	  been	  analysed	  
by	  RT-­‐PCR.	  Transcripts	  of	  choG	  were	  detected	  in	  cultures	  grown	  with	  either	  cholesterol	  or	  
glycerol,	  showing	  that	  there	   is	  a	  constitutive	  transcription	  of	   this	  gene	  that	  could	  be	  the	  
reason	   of	   the	   oxidase	   basal	   levels.	   Except	  merR,	   the	   other	   genes	   in	   the	   cluster,	   namely	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hsd4B,	   kstD,	   tesI,	   hsaE,	   hsaG	  and	  hsaF	  are	  only	   transcribed	   in	   cultures	  with	   cholesterol,	  
showing	   that	   their	   expression	   is	   induced	   by	   cholesterol.	   RT-­‐PCR	   results	   confirm	   that	  
hsaEFG	   are	   transcribed	   as	   an	   operon,	   while	   tesI	   is	   individually	   transcribed.	   Very	  
interestingly,	  this	  transcript	  analysis	  also	  showed	  that	  the	  kstD,	  hsd4B	  and	  choG	  ORFs	  are	  
transcribed	   into	   a	   polycistronic	   mRNA.	   And,	   most	   remarkably,	   this	   transcript	   is	   only	  
detected	   in	   cultures	   with	   cholesterol	   as	   the	   only	   carbon	   source,	   but	   not	   in	   glycerol	  
cultures,	   reflecting	   an	   inducible	   transcription	   mode.	   This	   result	   strongly	   suggests	   the	  
existence	   of	   two	   different	  ways	   of	   choG	  expression:	   one	   based	   on	   an	   independent	   and	  
constitutive	   transcription	   of	   the	   choG	   ORF,	   and	   a	   second	   that	   occurs	   through	   the	  
cholesterol	   induced	  co-­‐transcription	  of	  choG	  together	  with	  kstD	  and	  hsd4B	  to	  produce	  a	  
polycistronic	   mRNA.	   The	   first	   way	   is	   probably	   responsible	   for	   the	   cholesterol	   oxidase	  
activity	  of	  the	  glycerol	  grown	  cultures,	  detected	  at	  low	  basal	  level	  in	  both	  the	  activity	  and	  
RT-­‐PCR	   assays;	   the	   second	  way	  would	   be	   induced	   by	   cholesterol	   and	   lead,	   through	   the	  
kstD-­‐hsd4B-­‐choG	  messenger,	  to	  a	  high	  extracellular	  activity.	  The	  in	  silico	  approach	  to	  this	  
hypothesis	  yielded	  results	  that	  support	  the	  above	  suggestions	  proposing	  the	  existence	  of	  
putative	  promoters	  upstream	  the	  different	  transcriptional	  units	  in	  this	  gene	  region.	  Both,	  
tesI	  and	  the	  hsaEGF	  operon	  might	  be	  transcribed	  from	  the	  putative	  promoter	   located	   in	  
front	   of	   them.	  On	   the	   other	   hand,	   a	   putative	   promoter	   detected	   upstream	   choG	  might	  
drive	   the	   low	   level	   constitutive	   transcription	   of	   this	   gene	   in	   glycerol	   cultures,	  while	   the	  
putative	  promoter	  upstream	  kstD	  would	  control	  the	  induced	  high	  level	  transcription	  of	  the	  
kstD-­‐hsd4B-­‐choG	  ORFs.	   This	   interesting	  effect	  drives	   the	  attention	  on	   the	  particular	   and	  
probably	  complex	  mechanism	  that	  controls	  the	  expression	  of	  choG	  gene,	  which	  will	  be	  the	  
subject	  of	  future	  works.	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Abstract	  
The	   cholesterol	   oxidase-­‐like	   choE	   and	   choG	   genes,	   of	   Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   and	  
Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   respectively,	   were	   analyzed,	   characterized	   and	   further	  
cloned	   and	   expressed	   in	   order	   to	   assess	   their	   ability	   to	   convert	   cholesterol	   into	  
cholestenone.	   The	   best	   expression	   results	   were	   obtained	   using	   a	   Rhodococcus	   sp.	  
CECT3014	   mutant	   strain	   defective	   in	   ChoG	   as	   host	   cell	   harbouring	   a	   pTip-­‐QC1	  
construction.	   The	   putative	   ChoE	   of	   Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   failed	   to	   convert	  
cholesterol	   into	  cholestenone	  while	  ChoG	  of	  Rhodococcus	  ruber	  was	  fully	  active.	  The	  RT-­‐
PCR	   analysis	   shows	   that	   these	   ChoOxs	   enzymes	   are	   expressed	   in	   all	   the	   conditions	  
assayed,	   although	   an	   induction	   can	   be	   inferred	   for	   ChoG	  of	  R.	   ruber	   in	   the	   presence	   of	  
cholesterol.	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Introduction	  
The	   3β-­‐Hydroxysterol	   oxidase,	   commonly	   known	   as	   cholesterol	   oxidase	   (ChoOx)	   (EC	  
1.1.3.6),	  is	  a	  flavoenzyme	  dependent	  bifunctional	  oxidoreductase	  (Pollegioni	  et	  al.,	  2009).	  
ChoOx	   catalyzes	   two	   reactions	   in	   one	   active	   site:	   the	   initial	   oxidation	   of	   a	   Δ5-­‐ene-­‐3β-­‐
hydroxysterol	   to	   Δ5-­‐ene-­‐3β-­‐ketosteroid,	   with	   the	   reduction	   of	   molecular	   oxygen	   to	  
hydrogen	  peroxide,	  followed	  by	  isomerization	  to	  yield	  a	  Δ4-­‐ene-­‐3β-­‐ketosteroid	  as	  the	  final	  
product	   (Brzostek	   et	   al.,	   2007;	   Mendes	   et	   al.,	   2007).	   Cholesterol	   is	   the	   best	   known	  
substrate	   for	   cholesterol	   oxidases	   but	   a	   more	   extensive	   list	   of	   substrates	   such	   as	   β-­‐
cholestanol,	   sitosterol,	   pregnenolone,	   ergosterol	   or	   stigmasterol,	   among	   others,	   is	  
described	   elsewhere	   (Doukyu,	   2009).	   This	   enzyme	   is	   unique	   in	   bacteria	   but	   it	   is	   found	  
widespread	  from	  the	  harmless	  soil	  bacteria	  that	  use	  cholesterol	  as	  a	  source	  of	  carbon	  to	  
pathogenic	  bacteria	   such	  as	  Mycobacterium	   tuberculosis	   and	  Rhodococcus	  equi	   in	  which	  
this	   enzyme	   plays	   a	   role	   in	   the	   lysis	   of	   macrophages	   and	   leukocytes	   (Doukyu,	   2009).	  
Evolutionary,	  the	  ChoOxs	  are	  thought	  to	  be	  alcohol	  oxidases	  adapted	  to	  accommodate	  the	  
bulky	  cholestane	   frame	   (Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009).	  Two	   forms	  of	  cholesterol	  oxidase	  have	  
been	   described	   so	   far,	   one	   containing	   the	   FAD	   cofactor	   bounded	   tightly	   but	   non-­‐
covalently	  to	  the	  enzyme	  (class	  I)	  and	  another	  containing	  the	  cofactor	  covalently	  linked	  to	  
the	   enzyme	   (class	   II)	   (Croteau	   &	   Vrielink,	   1996).	   These	   two	   groups	   have	   no	   significant	  
sequence	   homology	   and	   belong	   to	   different	   protein	   families:	   the	   GMC	  
(glucose/methanol/choline)	   oxidoreductase	   family	   (class	   I)	   or	   the	   VAO	   (vanillyl-­‐alcohol	  
oxidase)	   family,	   a	   group	   of	   enzymes	   which	   contain	   a	   fold	   proposed	   to	   favour	   covalent	  
flavinilation	  (class	  II).	  	  
The	   cholesterol	   oxidase	   is	   a	   biotechnologically	   important	   enzyme	   and	   it	   has	   been	   the	  
subject	   of	   recent	   reviews:	   about	   its	   biochemical	   features	   (Vrielink	   &	   Ghisla,	   2009),	  
physiological	   functions	   (Kreit	   &	   Sampson,	   2009),	   or	   its	   biotechnological	   applications	  
(Pollegioni	   et	   al.,	   2009;	   Doukyu,	   2009).	   Their	   three	  major	   physiological	   functions	   are:	   i)	  
playing	  a	  role	  in	  steroid	  metabolism	  for	  both	  catabolism	  and	  nutrition,	  as	  cholesterol	  and	  
its	  derivatives	  are	  essential	  for	  many	  aspects	  of	  the	  life;	  ii)	  in	  pathogenesis	  and	  virulence,	  a	  
point	  that	  is	  still	  controversial	  with	  authors	  in	  favour	  (Brzostek	  et	  al.,	  2007)	  or	  not	  (Pei	  et	  
al.,	   2006);	   and	   iii)	   a	   biosensor	   for	   polyene	   macrolide	   biosynthesis	   (Aparicio	   &	   Martin,	  
2008).	  This	   is	   the	  case	  of	   the	  gene	  pimE,	   that	  encodes	  a	  catalytically	  active	  extracellular	  
ChoOx	   protein	   of	   class	   I	   regulated	   by	   PimR,	   a	   transcriptional	   regulator	   involved	   in	   the	  
pimaricin	   synthesis	   pathway	   (a	   polyene	   macrolide	   with	   antifungal	   properties	   in	  
Streptomyces	   natalensis)	   (Aparicio	   &	  Martin,	   2008;	  Mendes	   et	   al.,	   2007).	   Although	   the	  
biosynthesis	  of	   this	  macrolide	  does	  not	   require	  a	  ChoOx	  activity,	  PimE	   is	  needed	   for	   the	  
pimaricin	   production	   but	   the	   precise	   mechanism	   of	   its	   role	   is	   still	   unclear	   (Aparicio	   &	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Martin,	   2008).	   The	   fungal	   competitor	   membrane	   contains	   ergosterol	   and	   one	   of	   the	  
proposed	   explanations	   is	   that	   this	   ergosterol	   may	   bind	   to	   PimE	   without	   undergoing	  
oxidation,	   but	   provoking	   an	   activated	   complex	   that	   would	   interact	   with	   a	   receptor	  
signalling	   system	   to	   promote	   the	   polyene	   biosynthesis	   (Kreit	   &	   Sampson,	   2009).	  
Therefore,	  PimE	  acts	  as	  a	  sensor	  of	  the	  presence	  of	  the	  competitor	  and	  the	  soil	  bacteria	  
reacts	  by	  producing	  the	  polyketide.	  	  
Among	  the	  biotechnological	  applications,	  ChoOx	   is	  being	  used	  for	  blood	  serum	  and	  food	  
cholesterol	   determination,	   manufacturing	   of	   reduced	   cholesterol	   in	   diet	   (Ahire	   et	   al.,	  
2012;	  Chenfeng	  et	  al.,	  2002)	  or	  for	  providing	  intermediates	  necessary	  for	  the	  steroid	  drug	  
production	   such	   as	   1,4-­‐androstadiene-­‐3,17-­‐dione	   (ADD)	   and	   4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  
(AD),	   two	  major	   starting	  materials	   for	   the	   synthesis	  of	  anabolic	  drugs	  and	  contraceptive	  
hormones	  (Dogra	  &	  Qazi,	  2001).	  	  
In	  this	  work,	  ChoOx	  from	  different	  sources	  have	  been	  identified,	  isolated	  and	  cloned	  and	  
their	  ChoOx	  activity	  was	  evaluated	  in	  order	  to	  elucidate	  the	  role	  of	  these	  enzymes	  in	  the	  
sterol	   catabolism.	   Results	   showed	   that	   ChoG	   of	  R.	   ruber	   was	   fully	   active	   as	   cholesterol	  
oxidase.	   However,	   ChoE	   of	   Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   was	   not	   able	   to	   transform	  
cholesterol	   into	   cholestenone,	   although	   they	   keep	   all	   the	   binding	   and	   catalytic	   residues	  
implicated.	  Therefore,	  it	  may	  have	  a	  different	  role.	  Both	  choOxs	  studied	  were	  expressed	  in	  
vivo	  in	  all	  conditions	  tested,	  although	  an	  induction	  in	  cells	  growing	  in	  cholesterol	  could	  be	  
appreciated	  for	  choG	  of	  R.	  ruber.	  	  
	  
	  
Material	  and	  methods	  
Strains,	  growth	  conditions	  and	  plasmids	  
Rhodococcus	   sp.	   strain	   CECT3014	   was	   obtained	   from	   “Colección	   Española	   de	   Cultivos	  
Tipo”	   (CECT),	   Valencia,	   Spain.	  Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   (CECT7469,	   DSMZ45280)	  
was	  previously	   obtained	   and	   characterized	   in	   our	   laboratory	   (Fernández	  de	   las	  Heras	   et	  
al.,	   2009).	   Gram-­‐positive	   bacteria	   and	   E.	   coli	   strains	   were	   grown	   at	   30	   °C	   or	   37	   °C,	  
respectively,	   in	   Luria-­‐Bertani	   (LB)	   medium	   (Sambrook	   et	   al.,	   1989)	   with	   shaking	   at	   200	  
rpm,	   unless	   otherwise	   indicated.	  W	  minimal	   salt	   medium	   (Seto	   et	   al.,	   1995)	   (12.5	  mM	  
KH2PO4,	  69	  mM	  Na2HPO4,	  7.5	  mM	  (NH4)2SO4,	  0.26	  mM	  MgO,	  20	  µM	  CaCO3,	  5	  µM	  ZnSO4,	  
0.4	   µM	   MgSO4,	   3.4	   µM	   FeSO4,	   1	   µM	   CuSO4,	   1	   µM	   CoSO4,	   1	   µM	   H3BO3)	   or	   457	   DSMZ	  
minimal	   medium	   (11.1	   mM	   KH2PO4,	   17.1	   mM	   Na2HPO4,	   3.78	   mM	   (NH4)2SO4,	   0.8	   mM	  
MgSO4,	  0.45	  mM	  CaCl2,	  13	  µM	  EDTA,	  0.34	  µM	  ZnSO4,	  7.2	  µM	  FeSO4,	  0.15	  µM	  MnCl2,	  0.06	  
µM	  CuCl2,	  0.84	  µM	  CoCl2,	  0.08	  µM	  NiCl2,	  0.12	  µM	  Na2MoO4,	  4.8	  µM	  H3BO3)	  were	  used	  to	  
grow	  the	  bacteria	  in	  organic	  substrates	  as	  the	  sole	  carbon	  and	  energy	  source.	  W	  minimal	  
medium	  has	  been	  widely	  used	  for	  Rhodococcus	  cultures	  and	  therefore	  it	  was	  also	  used	  for	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CECT3014	   studies.	   However,	   R.	   ruber	   did	   not	   grow	   properly	   in	   this	   medium	   and,	  
alternatively,	  457	  DSMZ	  minimal	  medium	  was	  used.	  
When	   growing	   on	   cholesterol	   plates,	   the	   steroid	   was	   previously	   dissolved	   in	   methyl-­‐β-­‐
cyclodextrin	   (CD)	   to	   form	   inclusion	   complexes	   following	   a	   modification	   of	   a	   previously	  
reported	  method	  (Klein	  et	  al.,	  1995)	  and	  prepared	  as	  described	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  
al.,	  2011).	  Plates	  were	  prepared	  by	  adding	  1.5	  %	  (w/v)	  agar.	  	  
For	   RT-­‐PCR	   analyses,	   CECT3014	   cultures	   were	   incubated	   in	   0.25	   l-­‐Erlenmeyer	   flasks	  
containing	   50	  ml	   of	  W	  minimal	  medium	  with	   0.6	  mg/ml	   cholesterol	   or	   cholestenone	   or	  
0.2%	   (w/v)	   glycerol.	  R.	   ruber	   cultures	  were	  grown	  on	   LB	  or	  457	  DSMZ	  medium	  with	  0.6	  
mg/ml	   cholesterol	   or	   2	  mg/ml	   sodium	  acetate.	   Cells	  were	   harvested	   in	  mid-­‐exponential	  
growth	  phase	   (OD600nm	  =	  0.6)	  after	  addition	  of	  5	  ml	  of	  a	  9:1	   (v/v)	  mix	  of	  ethanol/phenol	  
and	   further	   centrifugation	   at	   5000	   rpm	   and	   4	   °C	   for	   15	   min.	   Afterwards,	   cells	   were	  
stabilized	   by	   addition	   of	   RNA	   protect	   Bacteria	   Reagent	   (Qiagen)	   following	   the	  
manufacturer’s	  instructions.	  Pellets	  were	  kept	  at	  −80	  °C	  until	  use.	  
When	  appropriate,	  antibiotics	  were	  added	  at	  the	  following	  final	  concentration:	  ampicillin	  
at	   100	  μg/ml;	   nalidixic	   acid	   at	   20	  μg/ml;	   apramycin	   at	   50	  μg/ml;	   chloramphenicol	   at	   34	  
μg/ml	  and	  kanamycin	  at	  50	  μg/ml	   (in	  E.	   coli)	  or	  at	  200	  μg/ml	   (in	  Rhodococcus	  cultures).	  
Strains	  and	  plasmids	  used	  in	  this	  study	  are	  listed	  in	  Table	  1.	  	  
	  
	  
	  
	  
Table	  1.	  Bacterial	  strains	  (A)	  and	  plasmids	  (B)	  used	  in	  this	  work.	  
	  (A)	  STRAIN	  	   CHARACTERISTICS	   REFERENCE	  
Escherichia	  coli	  DH5αF’	  
F’/	  endA1	  hsdR17	  	  (rk
-­‐	  mk
+)	  glnV44	  thi-­‐
1	  recA1	  gyrA	  (NalR)	  relA1	  Δ(lacIZYA-­‐	  
argF)U169	  deoR	  (φ80dlacΔ(lacZ)M15))	  
Laboratory	  collection	  
Escherichia	  coli	  BL21	  
(DE3)	  
λDE3	  (lacI	  lacUV5-­‐T7	  gene	  1	  ind1	  
sam7	  nin5)	  F-­‐	  dcm	  ompT	  hsdS(rB
-­‐mB
+)	  
gal	  
Invitrogen	  
Rhodococcus	  sp.	   Wild	  type	   CECT3014	  
Rhodococcus	  equi	   Wild	  type	   CECT4443	  
Rhodococcus	  ruber	  
strain	  Chol-­‐4	  
Wild	  type	  
CECT7469	  
Fernández	  de	  las	  Heras	  	  
et	  al.,	  2009	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  (B)	  PLASMID	   CHARACTERISTICS	   REFERENCE	  
pBluescrip	  KS	  II	  (+) pUC19	  derivated,	  orif1	  and	  oriColE1,	  
Plac,	  lacZα,	  Ap
R Stratagene 
pUC18 Cloning	  vector,	  oriMB1,Plac,	  lacZα	   Sambrook	  et	  al.,	  1989	  	  
pMal	  C2X oriColE1,	  rop,	  malE,	  lacZα,	  Ptac,	  lacI
q,	  
ApR New	  England	  Biolabs 
pGEM-­‐T	  Easy	  Vector Cloning	  vector,	  ApR Promega 
pET29a E.	  coli	  expression	  vector,	  KmR Novagen 
pTip-­‐QC1	  
Expression	  E.	  coli-­‐Rhodococcus	  shuttle	  
vector,	  ApR,	  PTIPA	  Chl
rREPAB	  
(pRE2895) 
Nakashima	  &	  Tamura,	  2004 
	  
	  
Isolation,	  analysis,	  transfer	  and	  hybridisation	  of	  DNA	  	  
DNA	  manipulations	  and	  other	  molecular	  biology	  techniques	  were	  essentially	  as	  described	  
elsewhere	  (Sambrook	  et	  al.,	  1989).	  Genomic	  DNA	  extraction	  was	  based	  on	  the	  procedure	  
developed	   for	   Listeria	   monocytogenes	   (Flamm	   et	   al.,	   1984).	   Southern	   blottings	   were	  
carried	   out	   as	   previously	   reported	   (Sambrook	   et	   al.,	   1989),	   using	   digoxigenin	   (DIG)-­‐
labelled	  DNA	  probes.	  Hybridisation	  was	  done	  at	  42	  °C	  in	  50%	  (v/v)	  formamide	  using	  DIG-­‐
labelled	   probes	   obtained	   from	  Rhodococcus	   genomic	   DNA	   by	   specific	   PCR	   amplification	  
(Table	  2).	  
Primers	   CH1f	   and	   CH1r	   were	   derived	   from	   the	   cho	   consensus	   sequence	   of	   choE	   of	  
Rhodococcus	   equi	   (CAC44897),	   choF	   of	   Arthrobacter	   sp.	   F2	   (AAX63741),	   choB	   of	  
Brevibacterium	   sp.	   DGCDC-­‐82	   (ABC75776)	   and	   choM	   of	   Streptomyces	   sp.	   A19249	  
(AAA69655).	   These	   primers	   amplified	   a	   1.3	   kb	   genomic	   band	   on	   R.	   equi	   DNA	   and	   this	  
fragment	  was	  DIG-­‐labelled	   in	  order	   to	  be	  used	  as	  probe	   in	   a	   colony	  blot.	  Gene	   libraries	  
from	  CECT3014	  genomic	  DNA	  were	  constructed	  using	  pBluescript	  II	  KS	  +	  as	  vector	  and	  E.	  
coli	  DH5αF’	  as	  host.	  Colony	  hybridization	  was	  performed	  at	  37	  °C.	  Plasmids	  from	  positive	  
clones	  were	  sequenced	  and,	  when	  appropriated,	  subcloned	  for	  further	  analysis.	  
	  
DNA	  sequencing	  and	  in	  silico	  analysis	  
Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   nucleotide	   sequences	   were	   determined	   by	   using	   a	   model	  
AB3730	  automated	  DNA	  sequencer	  (Applied	  Biosystem	  Inc.,	  Unidad	  de	  Genómica,	  Parque	  
Científico	  de	  Madrid,	   Spain).	   The	  pyrosequencing	  of	   the	  genomic	  DNA	  of	  R.	   ruber	   strain	  
Chol-­‐4	  and	  was	  performed	  by	  LifeSequencing	  (Valencia,	  Spain)	  using	  the	  Roche	  454GS-­‐FLX	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system.	  The	  BioEdit	  program	  (Hall,	  1999)	  was	  used	  to	  blast	  a	  known	  ORF	  against	  the	  454	  
obtained	  contigs.	  In	  silico	  analyses	  of	  sequences	  were	  made	  using	  standard	  programs.	  The	  
sequences	   of	   the	   genomic	   fragments	   of	   Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   and	   R.	   ruber	   strain	  
Chol-­‐4	   carrying	   the	   choE	   and	   choG	   genes,	   respectively,	   have	   been	   submitted	   to	   EMBL	  
Nucleotide	   Sequence	   Database	   (GenBank	   accession	   numbers	   FJ940226	   and	   FJ842098).	  	  
Putative	   signal	   peptides	   proteins	  were	   predicted	   by	   SignalP	   4.0	   server	   program	   (http://	  
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)	   using	   a	   model	   trained	   on	   Gram-­‐positive	   bacteria	  
(Petersen	  et	  al.,	  2011).	  Putative	  domains	   for	   the	  ORFs	  chosen	  were	   taken	   from	  blasts	   in	  
http://expasy.org/prosite/.	   Putative	   promoters	   were	   analyzed	   by	   using	   the	   Neural	  
Network	   Promoter	   Prediction	   (NNPP),	   and	   BPROM	   programs	   (http://www.fruitfly.org/	  
seq_tools/promoter.html,	   and	   http://linux1.softberry.com/berry.	   phtml,	   respectively),	   in	  
all	  cases	  with	  a	  score	  value	  of	  ≥80%.	  DNASTAR	  (Lasergene)	  programs	  were	  used	  to	  analyze	  
sequences,	  to	  elaborate	  cladograms	  and	  to	  design	  primers.	  	  
	  
Bacterial	  transformation	  
Competent	  and	  electrocompetents	  cells	  of	  E.	  coli	  DH5αF’	  were	  prepared	  and	  transformed	  
as	  previously	  described	  (Sambrook	  et	  al.,	  1989).	  Selection	  of	  transformed	  cells	  was	  carried	  
out	   in	   LB	   plates	   supplemented	   with	   appropriate	   antibiotics.	   Rhodococcus	   electro-­‐
competent	   cells	  were	   prepared	   and	   transformed	   as	  E.	   coli	   but	   allowed	   to	   recover	   for	   4	  
hours	  at	  30	  °C	  without	  shaking	  before	  plating.	  
	  
Cloning	  and	  expression	  of	  choOxs	  ORFs	  	  
choOx	  ORFs	  were	  amplified	  by	  PCR	  (primers	  from	  Table	  2)	  and	  cloned	   into	  pGEM-­‐T	  Easy	  
Vector	  (Promega)	  and	  then	  moved	  to	  a	  pMalC2X	  or	  a	  pET29a	  vector	  (Novagen).	  Expression	  
plasmids	  with	  and	  without	  a	  choOx	  ORF	  were	  used	   to	   transform	  E.	   coli	   BL21	   (DE3)	   cells	  
(Invitrogen)	   for	   heterologous	   expression.	   Cultures	   of	   E.	   coli	   harbouring	   expression	  
plasmids	  were	   grown	   (16	   °C,	   200	   rpm)	   in	   50	  ml	   LB	   broth	   supplemented	  with	   ampicillin	  
(100	   µg/ml).	   Isopropyl-­‐β-­‐D-­‐thiogalactopyranoside	   (IPTG;	   0.1	   mM)	   was	   added	   for	   a	   4	   h	  
induction.	  	  
choOx	  ORFs	  were	   also	   cloned	   into	   a	   pTip-­‐QC1	  E.	   coli-­‐Rhodococcus	   shuttle	   vector.	   These	  
constructions	   were	   introduced	   into	   CECT3014	   electrocompetent	   cells	   defective	   in	   choG	  
ORF	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2011)	  and	  selection	  was	  done	  in	  LB/Cm	  plates.	  A	  25	  ml	  
culture	   of	   a	   positive	   clone	   was	   grown	   until	   an	   OD600nm	   of	   0.6	   was	   reached	   and	   then	  
induced	  for	  18	  h	  at	  30	  °C	  with	  1	  µg/ml	  thiostrepton	  (final	  concentration).	  	  
In	  all	  cases,	  cells	  were	  washed	  twice	  in	  50	  mM	  phosphate	  buffer	  pH	  7.0,	  frozen	  at	  −20	  °C,	  
sonicated	   and	   centrifuged	   (20000	   g,	   30	   min,	   4	   °C)	   in	   order	   to	   collect	   the	   supernatant.	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Protein	  content	  was	  measured	  by	  Bradford	   (Bradford,	  1976)	  and	  protein	  expression	  was	  
followed	   by	   PAGE-­‐SDS	   gel	   analysis	   (10%)	   and	   further	   Coomassie	   staining	   (results	   not	  
shown).	  
	  
PCR	  and	  RT-­‐PCR	  
PCR	  was	  performed	  under	  standard	  conditions	  using	  a	  1:1	  mix	  of	  Expand	  High	  Fidelity	  PCR	  
System	   Enzyme	   Mix	   (Roche)	   and	   Pfu	   (Biotools).	   For	   amplifications	   of	   R.	   ruber	   DNA,	   a	  
specific	  high	  GC	  buffer	  (Roche)	  was	  also	  added	  to	  the	  mix	  reaction.	  Primers,	  DMSO,	  dNTPs	  
and	  template	  DNA	  were	  added	  at	  a	  final	  concentration	  of	  0.4	  µM,	  4%	  (v/v),	  200	  µM	  and	  1	  
ng/µl,	  respectively.	  PCR	  conditions	  were	  unless	  stated	  otherwise:	  30	  cycles	  of	  1	  min	  at	  95	  °C,	  1	  min	  at	  the	  desired	  Tm	  and	  0.5-­‐3	  min	  at	  72	  °C.	  PCR	  primers	  used	  in	  this	  work	  are	  listed	  
in	  Table	  2.	  
RNA	  for	  RT-­‐PCR	  was	  obtained	  from	  mid-­‐log	  exponential	  phase	  cultures.	  Protocol	  for	  RNA	  
isolation	  of	  CECT3014	  is	  in	  Chapter	  4A.	  Protocol	  for	  isolating	  RNA	  of	  R.	  ruber	  is	  described	  
in	  Chapter	  5B.	  
	  
	  
Table	  2.	  List	  of	  primers	  used	  in	  this	  work.	   
Primer	   Sequence	  5’-­‐3’	   Use	  
CH1f	   TCTTCTGCGGGATGCTCAA	  
CH1r	   ACGAACGGGTTGACGCC	  
Amplification	  of	  a	  1.3	  kb	  R.	  equi	  
CECT4443	  choE	  probe	  
CH129	   GCTCTAGAGCGGTCCGGTGCTAATCG	  
CH130	   GCGAATTCATGACGATTCGCACCGAACCCCT	  
Amplification	  of	  1.8	  kb	  EcoRI-­‐XbaI	  R.	  
ruber	  strain	  Chol-­‐4	  choG	  region	  for	  
cloning	  and	  expression	  
CH139	   GGGAATTCTTGAGCATTCGCGCTGGATC	  
CH140	   GCTCTAGATGTCGTTCGCAATGATGTTCTC	  
Amplification	  of	  1.6	  kb	  EcoRI-­‐XbaI	  
CECT3014	  choE	  region	  for	  cloning	  
and	  expression	  
CH104	   GGCGATCTGGTACCCCTTCAC	  
CH105	   CGATCCGCTGGTCCGTGTA	  
Amplification	  in	  RT-­‐PCR	  of	  choE	  of	  
CECT3014,	  1.1	  kb	  
CH67	   CAAGGTCTTCTGCCCGATGCTCT	  
CH68	   GGTCCGGTAGATCGTGCCTTCCTT	  
Amplification	  in	  RT-­‐PCR	  of	  choG	  of	  
R.	  ruber,	  0.7	  kb	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Cholesterol	  oxidase	  enzymatic	  assay	  
ChoOx	  indicator	  plates	  were	  prepared	  (Nishiya	  et	  al.,	  1997)	  by	  using	  agar,	  W	  medium	  with	  
cholesterol	   and	   CD	   (see	   strains,	   growth	   conditions	   and	   plasmids)	   and	   containing	   0.1	  
mg/ml	  o-­‐dianisidine	  and	  1	  U/ml	  peroxidase.	  	  
A	  colorimetric	  assay	  for	  measuring	  cell-­‐free	  and	  extracted	  ChoOx	  activities	  was	  performed	  
as	  indicated	  in	  Chapter	  4A	  (U.S.	  Patent	  No.	  4072568;	  Kreit	  et	  al.,	  1992b).	  One	  activity	  unit	  
will	   convert	  1	  μmol	  of	  cholesterol	   to	  4-­‐cholesten-­‐3-­‐one	  per	  minute	  at	  pH	  7.5	  and	  25	  °C.	  
Data	   displayed	   in	   "Results"	   section	   show	   the	   total	   ChoOx	   activity	   units	   from	   a	   25	   ml	  
volume	  of	  cell	  culture.	  	  
	  
	  
Results	  and	  Discussion	  
Identification	  and	  cloning	  of	  a	  chromosomal	  DNA	  fragment	  containing	  the	  choE	  ORF	  of	  
Rhodococcus	  sp.	  CECT3014	  
The	  occurence	  of	  ChoG	  as	  the	  main	  cholesterol	  oxidase	  in	  CECT3014	  has	  been	  previously	  
reported	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2011).	  However,	  a	  CECT3014	  defective	  in	  ChoG	  is	  
still	  able	  to	  grow	  on	  cholesterol.	  In	  order	  to	  search	  for	  other	  putative	  choOx	  genes	  in	  the	  
strain	  CECT3014,	  a	  1.3	  kb	  choOx	  probe	  was	  amplified	  by	  PCR	  from	  R.	  equi	  DNA	  using	  the	  
consensus	  cho	  primers	  CH1f	  and	  CH1r	  (Table	  1).	  This	  DNA	  fragment	  was	  DIG-­‐labelled	  and	  
used	   to	  prove	   the	  presence	  of	  a	  choE-­‐like	  gene	   in	   the	  CECT3014	  strain	  genomic	  DNA	  by	  
Southern	   blot.	   To	   clone	   the	   choE	   ORF	   of	   CECT3014,	   a	   colony	   hybridisation	   of	   an	  EcoRI-­‐
HindIII	  strain	  CECT3014	  gene	  library	  in	  E.	  coli	  was	  carried	  out	  (supplementary	  Fig.	  1).	  We	  
isolated	  a	  positive	  clone	  that	  harboured	  a	  recombinant	  plasmid	  (named	  p1064)	  containing	  
a	  3700	  bp	   insert	  whose	  sequence	  (FJ940226)	  revealed	  that	   it	  contains:	   (i)	  an	  entire	  choE	  
ORF	   (552	  aa,	  100%	  aa	   identity	  with	  R.	  erythropolis	  PR4	   (BAH31720)	  and	  77%	  aa	   identity	  
with	   the	   cho	   sequence	   used	   for	   making	   the	   choE	   DIG	   probe),	   (ii)	   an	   AraC-­‐like	  
transcriptional	  regulator	  (306	  aa,	  99%	  aa	  identity	  with	  R.	  erythropolis	  PR4	  (BAH31721)	  and	  
97%	  with	  R.	  erythropolis	  SK121	  (EEN8441))	  and	  (iii)	  a	  truncated	  ORF	  (244	  aa,	  containing	  a	  
FhuD	  protein	  domain	  (cd01146),	  97%	  aa	  identity	  with	  BAH31722,	  an	  hypothetical	  protein	  
of	   R.	   erythropolis	   PR4)	   (Fig.	   1).	   The	   last	   two	   ORFs	   seem	   to	   be	   R.	   erythropolis	   species	  
specific,	   as	   the	   rest	   of	   aa	   identities	   found	   in	   the	   BLAST	  with	   the	  NCBI	   protein	   database	  
were	   in	   all	   cases	   under	   38%.	   For	   the	   truncated	   ORF,	   the	   nearest	   ORF	   found	   with	   a	  
proposed	   function	   is	   the	  putative	   ferrichrome	  ABC	  transporter	  substrate-­‐binding	  protein	  
of	  R.	  erythropolis	  SK121	  (NCIB	  database	  EEN84016)	  with	  32%	  aa	  identity.	  	  
The	  putative	  protein	  ChoE	  of	  strain	  CECT3014	  contains	  a	  signal	  peptide	  with	  a	  most	  likely	  
cleavage	  site	  between	  the	  amino	  acids	  located	  in	  positions	  45	  and	  46	  (AAA-­‐AP).	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Figure	  1.	  Scheme	  of	  the	  genomic	  surroundings	  of	  the	  cholesterol	  oxidases	  studied	  in	  this	  work,	  choE	  
of	   Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   (GenBank	   FJ940226)	   and	   choG	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   (GenBank	  
FJ842098).	  
	  
	  
Identification	  and	  cloning	  of	  a	  chromosomal	  DNA	  fragment	  containing	  the	  choG	  ORF	  of	  
Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  	  
R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   cells	   are	   able	   to	   develop	   a	   brown	   colour	   in	   the	   ChoOx	   test	   plate	  
indicating	  the	  presence	  of	  an	  extracellular	  ChoOx	  (Drzyzga	  et	  al.,	  2011).	  With	  the	  help	  of	  
the	  pyrosequencing	  genome	  data	  of	  R.	  ruber,	  we	  searched	  for	  putative	  cholesterol	  oxidase	  
genes	   finding	   3	   putative	   ChoOx.	   Two	   of	   them	   (a	   protein	   of	   571	   aa	   in	   contig	   345	   and	   a	  
protein	  of	  597	  aa	  in	  contig	  47	  (Fig.	  2))	  did	  not	  contain	  a	  signal	  peptide,	  while	  the	  third	  one	  
(a	  protein	  of	  581	  aa	  encoded	   in	  an	  ORF	   in	   contig	  21)	   contains	  a	   signal	  peptide	  with	   the	  
most	   likely	   cleavage	   site	  between	   the	  amino	  acids	   located	   in	  positions	  36	  and	  37	   (VHA-­‐
VP).	  Moreover,	  this	  last	  ORF	  is	  quite	  near	  to	  other	  steroids	  catabolism	  ORFs,	  like	  kstD3	  and	  
hsd4B,	  and	  its	  product	  keeps	  78%	  aa	  similarity	  to	  ChoG	  of	  CECT3014	  (Fig.	  1	  and	  2).	  For	  all	  
these	  reasons,	  we	  chose	  choG	  (contig	  21)	  for	  cloning	  and	  expression	  in	  the	  present	  study.	  
	  
	  
	  
Figure	  2.	  Cladogram	  of	  some	  cholesterol	  oxidases.	  The	  two	  ChoOxs	  studied	   in	  this	  work	  and	  other	  
proteins	  representative	  of	  the	  different	  ChoOxs	  groups	  described	  by	  Doukyu	  (2009)	  are	  compared.	  
The	   cladogram	   was	   performed	   with	   MegAlign	   (Lasergene)	   using	   the	   Clustal	   W	   method.	   Bar:	   0.5	  
substitutions	  per	  amino	  acid.	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ChoOx	  from	  different	  sources	  have	  been	  expressed	  in	  E.	  coli	  using	  systems	  such	  as	  pUC19	  
(ChoE	   of	  R.	   equi,	   NCIB	   database	   CAC44897	   (Navas	   et	   al.,	   2001)),	   pET28a	   (DQ345780	   of	  
Brevibacterium	   sp.	   (Xin	   et	   al.,	   2011))	   or	   pET24b	   (ChoOx	   type	   II	  Q7SID9	  of	  B.	   sterolicum,	  
currently	   renamed	   as	   R.	   equi,	   (Volonte	   et	   al.,	   2010))	   among	   others.	   However,	   most	   of	  
them	   required	   the	   optimization	   of	   the	   codon	   usage	   for	   E.	   coli	   (Murooka	   et	   al.,	   1996).	  
Attempts	   to	   express	   ChoOxs	   in	   Gram-­‐positive	   bacteria	   have	   been	   also	   addressed,	   e.g.	  
ChoE	  of	  R.	  equi	  (CAC44897)	  using	  pIJ702	  vector	  in	  Streptomyces	  lividans	  host	  cells	  (Navas	  
et	   al.,	   2001).	   In	   our	   case,	   the	   cloning	   and	   expression	   of	   ChoG	   and	   ChoE	   in	   E.	   coli	   using	  
pMal	   or	   pET29	   systems	   only	   resulted	   in	   accumulation	   of	   the	   protein	   in	   the	   non-­‐soluble	  
extract	   fraction.	   Cloning	  of	   the	  PCR-­‐amplified	   choOxs	   genes	   in	   the	  E.	   coli	   -­‐	   Rhodococcus	  
shuttle	   vector	   pTip-­‐QC1	   and	   expression	   in	   a	   CECT3014	   mutant	   host	   strain	   defective	   in	  
ChoG,	  yielded	  better	   results	  and	  extracts	  of	   these	  cultures	  were	  used	   for	  evaluating	   the	  
ChoOx	  activity	  assay.	  	  
	  
	  
Cholesterol	  oxidase	  activity	  in	  pTip-­‐QC1	  plasmids	  
pTip-­‐QC1	   plasmids	   harbouring	   each	   of	   the	   two	   ChoOxs	   ORFs	   were	   introduced	   into	   the	  
choG	   CECT3014	  mutant	   strain	   by	   electroporation	   (an	   empty	   vector	  was	   used	   in	   control	  
samples).	  Positive	  clones	  were	  selected	   in	  LB/Cm	  plates	  and	  confirmed	  by	  PCR.	  Figure	  3	  
shows	   a	   ChoOx	   test	   plate	  with	   these	   colonies,	   in	  which	   complementation	  of	   choG	   of	  R.	  
ruber	  was	  obtained	  with	  choG	  of	  R.	  ruber	  but	  not	  with	  choE	  of	  CECT3014.	  	  
	  
	  
	  
	  
Figure	  3.	  ChoOx	  test	  plate	  of	  choG	  CECT3014	  mutant	  cells	  electroporated	  with	  pTip-­‐QC1	  harbouring	  
choG	  of	  R.	  ruber	  (1)	  or	  choE	  of	  Rhodococcus	  sp.	  CECT3014	  (2).	  Control	  samples	  were	  electro-­‐porated	  
with	  an	  empty	  pTip-­‐QC1	  vector	  (3).	  
	  
? ?
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The	  ChoOx	  activity	  assay	  performed	  with	  Triton	  X-­‐100	   free-­‐cell	  extracts	  confirmed	  these	  
results,	   as	   activity	   was	   only	   detected	   in	   cell-­‐free	   extracts	   and	   culture	   supernatant	  
containing	  ChoG	  of	  R.	  ruber	  (Fig.	  4).	  	  
	  
	  
	  
Figure	   4.	   ChoOx	   activity	   assay	   in	   choG	   CECT3014	  mutant	   cultures	   harbouring	   pTip	   constructions.	  
Activity	  was	  measured	   in	   both	   fractions,	   the	   supernatant	   and	   the	   extracted	  with	   triton	   X-­‐100	   1%	  
(p/v),	  as	  described	  in	  "Material	  and	  methods"	  in	  Chapter	  4A.	  
	  
	  
The	   extracellular	   ChoOx	   enzyme	   could	   occur	   in	   a	   secreted	   form	   and/or	   cell-­‐surface-­‐
associated	   form,	  both	  of	   them	  being	  products	  of	   the	  same	  gen	   (Kreit	  &	  Sampson,	  2009;	  
Fernández	   de	   las	   Heras	   et	   al.,	   2011).	   Therefore,	   an	   efficient	   catalytic	   turnover	   could	  
depend	   on	   the	   binding	   to	   the	   lipid	   bilayer	   or	   a	   particular	   physical	   environment.	   It	   is	  
possible	   that	   the	   conditions	   of	   the	   ChoOx	   assay	   tried	   in	   cell-­‐free	   extracts	  would	   not	   be	  
appropriate	  for	  ChoE	  and	  it	  would	  need	  a	  special	  environment	  to	  be	  fully	  active.	  It	  must	  be	  
noticed	  that	  ChoE	  is	  still	  present	  in	  the	  choG	  CECT3014	  mutant	  strain	  which	  is	  not	  able	  to	  
develop	  brown	  colour	   in	  the	  ChoOx	  plate	  test	   (Fernández	  de	   las	  Heras	  et	  al.,	  2011).	  This	  
could	  be	  initially	  explained	  by	  low	  protein	  levels,	  beyond	  detection	  limits.	  But,	  the	  lack	  of	  
ChoOx	   activity	   in	   the	   pTip-­‐QC1-­‐choE	   system	   in	   choG	   CECT3014	   mutant	   strain	   (used	   as	  
host)	   supports	   the	   idea	   that	   ChoE	   of	   Rhodococcus	   sp.	   CECT3014	   does	   not	   present	   a	  
cholesterol	  oxidase	  activity.	  
The	  genome	  of	  R.	  equi	  103S	  (NCBI	  NC_014659)	  contains	  around	  5	  different	  ChoOxs:	  ChoA	  
(E4WCY8,	   REQ_06750,	   613	   aa)	   and	   a	   FAD-­‐dependent	   oxidoreductase	   (CBH46609,	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REQ_04820,	   584	   aa)	   of	   class	   II;	   and	   ChoE	   (YP_004009032,	   REQ_043910,	   552	   aa),	   ChoD	  
(YP_004008160,	  REQ_34910,	  583aa)	  and	  ChoB	  (CBH48705,	  REQ_26800,	  535aa)	  of	  class	  I.	  
ChoE	  is	  therefore	  one	  of	  the	  shortest	  versions	  of	  the	  R.	  equi	  ChoOx	  enzymes	  with	  only	  552	  
aa,	  but	  size	  is	  not	  a	  problem	  as	  it	  has	  been	  proven	  to	  be	  functional.	  In	  fact,	  ChoE	  P22637	  
of	   R.	   equi	   (formerly	   ChoB	   of	   Brevibacterium	   sterolicum)	   has	   been	   overexpressed	   in	  
Streptomyces	   lividans	   and	   its	   activity	   assayed,	   showing	   to	   be	   a	   functional	   enzyme	   and	  
getting	  more	  than	  85%	  of	  the	  enzyme	  in	  the	  culture	  filtrate	  (Ohta	  et	  al.,	  1992).	  Navas	  et	  al.	  
also	   cloned	   choE	   of	   R.	   equi	   (NCIB	   database	   CAC44897,	   it	   keeps	   99.8%	   aa	   identity	   with	  
P22637)	  getting	  a	  detectable	  ChoOx	  activity	  (Navas	  et	  al.,	  2001).	  On	  the	  other	  hand,	  ChoE	  
of	  CECT3014,	  that	  also	  contains	  552	  residues,	  keeps	  75%	  aa	  identity	  with	  ChoE	  of	  R.	  equi	  
(Fig.	  2,	  supplementary	  Fig.	  2B),	  but	  it	  does	  not	  show	  ChoOx	  activity	  in	  the	  conditions	  tried.	  	  
	  
	  
Comparative	  analysis	  of	  the	  ChoOxs	  
From	  the	  two	  ChoOxs	  ORFs	  chosen,	  ChoE	  (552	  aa)	  of	  Rhodococcus	  sp.	  CECT3014	  belongs	  
to	   group	  1.1	   and	  ChoG	   (581	  aa)	  of	  R.	   ruber	   strain	  Chol-­‐4	   to	   group	  2.1	   (Fig.	   2).	   Between	  
them,	   amino	   acid	   sequence	   identities	   are	   quite	   low:	   ChoG	   keeps	   18%	   aa	   identity	   with	  
ChoE.	  
The	  choE	  and	  choG	  ORFs	  contain	  a	  high	  GC	  content	  (60.5	  and	  70%,	  respectively)	  and	  yield	  
a	  protein	  around	  60	  kDa	  (58.7	  and	  62.8	  kDa,	  respectively).	  If	  we	  attend	  to	  the	  Isoelectric	  
Point	  (IP),	  ChoE	  has	  an	  IP	  around	  9.0	  while	  ChoG	  shows	  an	  IP	  of	  5.9.	  
The	  3D	  structures	  of	  the	  two	  types	  of	  ChoOx	  have	  been	  solved	  by	  crystallography:	  	  type	  I	  
ChoB	  (552	  aa)	  (NCBI	  P22637)	  of	  Brevibacterium	  sterolicum	  (currently	  renamed	  as	  R.	  equi)	  
and	  ChoA	  (546	  aa)	  (NCBI	  AAA26719)	  of	  Streptomyces	  SA-­‐COO	  (Vrielink	  et	  al.,	  1991;	  Yue	  et	  
al.,	  1999);	  and	  type	  II	  cholesterol	  oxidase	  (561	  aa)	  (NCBI	  Q75SID9),	  also	  from	  B.	  sterolicum	  
(Coulombe	   et	   al.,	   2001).	   These	   studies	   revealed	   that	   they	   are	   composed	   of	   two	   fused	  
domains:	  the	  flavin-­‐binding	  domain	  composed	  of	  glycines-­‐rich	  regions	  and	  the	  substrate-­‐
binding	  domain	  (Kreit	  &	  Sampson,	  2009;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009).	  	  
	  
ChoG	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  shows	  the	  consensus	  FAD	  binding	  of	  cholesterol	  oxidases	  of	  
class	  II:	  R101PRGAMHGW109,	  S178VAGSLA184	  and	  L244GRTFV249	  in	  which	  the	  underlined	  amino	  
acids	  make	   the	  hydrogen	  bonding	   contact	   to	   the	   cofactor	   (Vrielink	  &	  Ghisla,	   2009).	   The	  
residues	  Glu311,	  Glu475	  and	  Arg477	  are	  proposed	  to	  be	  involved	  in	  the	  catalysis	  of	  the	  steroid	  
substrate	  in	  class	  II	  of	  ChoOxs	  (for	  a	  review,	  (Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009)).	  ChoG	  of	  R.	  ruber,	  as	  
well	   as	   ChoG	   of	   CECT3014,	   also	   contain	   these	   residues	   implicated	   in	   the	   catalysis	  
(supplementary	   Fig.	   2A).	   ChoG	   contains	   a	   FAD	   binding	   domain	   (pfam01565)	   and	   a	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cholesterol	  oxidase	   substrate-­‐binding	  domain	   (pfam09129)	  with	  e-­‐values	  of	  3.40e-­‐07	   and	  
4.15e-­‐147,	  respectively.	  This	  pfam09129	  domain	  is	  composed	  of	  an	  eight-­‐stranded	  mixed	  β-­‐
pleated	  sheet	  and	  six	  α-­‐helices	  and	   it	   is	  positioned	  over	   the	   isoalloxazine	  ring	  system	  of	  
the	   FAD	   cofactor	   bound,	   forming	   the	   roof	   of	   the	   active	   site	   cavity	   and	   allowing	   the	  
catalysis	  of	  oxidation	  and	  isomerisation	  of	  cholesterol	  to	  4-­‐cholesten-­‐3-­‐one.	  
	  
ChoE	   of	   CECT3014	   possess	   the	   typical	   four	   conserved	   consensus	   regions	   that	   are	  
important	   in	   interactions	   with	   the	   FAD	   cofactor:	   G63SGYGG68,E86,G154RGVGGGS161	   and	  
V517MDGSLVPGNVG528	  in	  which	  the	  underlined	  four	  amino	  acids	  make	  the	  actual	  hydrogen	  
bonding	   contact	   to	   the	   cofactor	   (Vrielink	   &	   Ghisla,	   2009).	   Moreover,	   mutagenesis,	  
structural	   and	   kinetic	   studies	   in	   ChoA	   (class	   I)	   have	   pointed	   out	   the	   catalytic	   residues	  
(Lario	  et	  al.,	  2003;	  Yue	  et	  al.,	  1999;	  Kass	  &	  Sampson,	  1998;	  Li	  et	  al.,	  1993).	  ChoE	  contains	  
the	  three	  residues	   implicated	  as	  playing	  a	  role	   in	  cholesterol	  oxidation:	  Glu407,	  His492	  and	  
Asn530	  (supplementary	  Fig.	  2B).	  ChoE	  presents	  a	  BetA	  domain	  (COG2303;	  e-­‐value	  2.54e-­‐16)	  
and	   a	   glucose-­‐methanol-­‐choline	   (GMC)	   oxidoreductase	   domain	   (pfam05199;	   e-­‐value	  
4.83e-­‐10).	  Therefore,	  all	  the	  consensus	  regions	  and	  conserved	  residues	  described	  for	  ChoE	  
in	   R.	   equi	   are	   found	   in	   ChoE	   of	   CECT3014	   (supplementary	   Fig.	   2B).	   The	   difference	   in	  
activity	   between	   the	   two	   ChoE	   proteins	   (from	   R.	   equi	   and	   CECT3014)	   cannot	   be	   then	  
attributed	  to	  any	  alteration	  of	  the	  residues	  essential	  for	  the	  cofactor	  and	  substrate	  binding	  
domains	  and	  it	  should	  be	  due	  to	  other	  reasons.	  It	  could	  be	  also	  possible	  that	  this	  enzyme	  
acted	  on	  different	  substrates	  than	  cholesterol	  or	  it	  could	  have	  another	  role.	  In	  fact,	  there	  
are	  evidences	  of	  other	  ChoOxs	  of	  the	  class	  I	  acting	  as	  signalling	  proteins,	  as	  the	  gen	  pimE,	  
involved	   in	   the	   antifungal	   pimaricin	   synthesis	   pathway	   in	   Streptomyces	   natalensis	  
(Aparicio	  &	  Martin,	  2008;	  Mendes	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  
	  
Analysis	  of	  the	  expression	  of	  choE	  of	  CECT3014	  and	  choG	  of	  R.	  ruber	  
Rhodococcal	   ChoOx	   is	   reported	   to	   be	   an	   induced	   enzyme,	   being	   up-­‐regulated	   by	   the	  
presence	   of	   the	   sterol	   side	   chain	   or	   repressed	   by	   androstenedione	   or	   testosterone	  
intermediates	  (Kreit	  &	  Sampson,	  2009;	  Pollegioni	  et	  al.,	  2009).	  However,	  known	  induction	  
data	  depends	  on	  measured	  ChoOx	  activity	  values	  but	  not	  on	  transcription	  analysis.	  There	  
are	  only	  a	  few	  transcriptional	  data	  so	  far	  published	  about	  cholesterol	  induction:	  choG	  ORF	  
of	   CECT3014	   and	   choOx-­‐2	   ORF	   of	   G.	   cholesterolivorans	   are	   reported	   to	   be	   basally	  
transcribed	   (Fernández	   de	   las	   Heras	   et	   al.,	   2011).	   In	   R.	   jostii	   RHA1	   no	   induction	   by	  
cholesterol	  was	  found	  in	  any	  of	  its	  putative	  ChoOxs	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007;	  Mathieu	  et	  
al.,	  2010).	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The	  expression	  of	  choE	  ORF	  of	  CECT3014	  and	  choG	  ORF	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  was	  then	  
analysed	  by	  means	  of	  RT-­‐PCR.	  RNA	  samples	  were	  prepared	  from	  cell	  cultures	  grown	  in	  W	  
minimal	   medium	   (CECT3014)	   or	   457	   DSMZ	   medium	   (R.	   ruber)	   supplemented	   with	  
cholesterol	  or	  an	  alternative	  carbon	  source.	  Specific	  primer	  pairs	  (Table	  1)	  were	  designed	  
to	   search	   for	   transcripts	   of	   the	   genes.	   Results	   (Fig.	   5)	   pointed	   out	   that	   transcripts	   from	  
choE	   gene	   can	   be	   detected	   in	   both	   cultures	   (supplemented	   or	   not	   with	   cholesterol),	  
leading	  to	  conclude	  that	  this	  gene	   is	  expressed	   in	  all	  conditions	  tested,	  although	  a	  slight	  
increase	  could	  be	  observed	  in	  cells	  grown	  with	  cholesterol.	  choG	  ORF	  of	  R.	  ruber	  was	  also	  
expressed	   in	   all	   conditions	   tested,	   but	   it	   showed	   an	   important	   qualitative	   increase	   in	  
expression	  when	  cells	  were	  grown	  in	  the	  presence	  of	  cholesterol.	  	  
	  
	  
	  
	  
Figure	  5.	  Agarose	  (0.8%)	  gel	  electrophoresis:	  transcription	  studies	  by	  specific	  RT-­‐PCR	  amplification	  of	  
choG	  of	  R.	  ruber	   strain	  Chol-­‐4	  and	  choE	  of	  Rhodococcus	   sp.	  CECT3014.	  RNA	  samples	  were	   isolated	  
from	  R.	   ruber	   strain	  Chol-­‐4	  cultures	  grown	  on	  minimal	  medium	  M457,	  supplemented	  with	  sodium	  
acetate	  (NaAC)	  or	  cholesterol	  (CHO).	  RNA	  samples	  of	  CECT3014	  were	  isolated	  from	  cultures	  grown	  
on	  minimal	  medium	  W,	  supplemented	  with	  glycerol	  (Gly)	  or	  cholesterol	  (CHO).	  25	  ng	  of	  cDNA	  were	  
used	   in	  all	   reactions	  (see	  Material	  and	  methods).	  Primers	  used	   in	  each	  reaction	  and	  PCR	  fragment	  
size	   are	   showed	   between	   parentheses.	   RT	   –	   refers	   to	   negative	   controls	   (not	   incubated	   with	  
SuperScript	  III	  retrotranscriptase)	  to	  exclude	  DNA	  contamination	  in	  RNA	  samples.	  
	  
	  
	  
Therefore,	   a	   constitutive	   basal	   expression	   could	   be	   a	   general	   topic	   from	   all	   cholesterol	  
oxidases	  and	  the	  presence	  of	   the	  steroid	  or	   inducer	  could	  provoke	  an	   increase	  of	  mRNA	  
levels,	   as	   it	   has	   been	   suggested	   for	   ChoG	   in	   CECT3014	   (Fernández	   de	   las	   Heras	   et	   al.,	  
2011).	  Different	  promoters	  could	  be	  then	  necessary	  acting	  on	  each	  system.	  In	  silico	  studies	  
have	   been	   performed	   in	   the	   choOxs	   genomic	   regions	   under	   study,	   but	   there	   are	   not	  
specific	  programs	  for	  Gram-­‐positive	  promoter	  prediction	  and	  data	  must	  be	  managed	  with	  
care.	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Analyzing	  up	  to	  250	  bases	  before	  the	  beginning	  of	  the	  choE	  ORF,	  two	  putative	  promoters	  
regions	  were	   found,	   at	   163	   bases	   or	   at	   71	   bases	   from	   the	   initiation	   codon	   (Fig.	   6).	   The	  
former	  contains	  a	  palindromic	  region	  (TGAACtttctGTTCA)	  that	  resembles	  to	  the	  KstR	  motif	  
(TnnAACnnGTTnnA)	   described	   in	   the	   steroid	   metabolism	   of	  Mycobacterium	   smegmatis	  
(Kendall	  et	  al.,	  2007).	  A	  second	  palindromic	  region,	  also	  similar	  to	  the	  KstR	  motif,	  is	  found	  
between	   the	   two	   promoters	   (AtcAACgGTTccT).	   No	   palindromic	   region	   similar	   to	   KstR2	  
(AnCAAGnnCTTGnT)	  was	  found	  within	  this	  sequence.	  The	  significance	  of	  these	  palindromic	  
regions	  and	  the	  possible	  binding	  of	  a	  TetR-­‐like	  regulator	  in	  them	  must	  be	  determined.	  
	  
	  
	  
Figure	  6.	  Promoter	  region	  of	  choE	  of	  CECT3014.	  The	  227	  bases	  previous	  to	  the	  start	  codon	  (TTG)	  are	  
depicted.	   Two	   putative	   promoters	   have	   been	   found:	   1.	   BPROM;	   2.	   Neural	   Network	   Promoter	  
Prediction.	   Putative	   -­‐10	   and	   -­‐35	   boxes	   represented	   with	   grey	   boxes.	   The	   KstR-­‐like	   regions	   are	  
underlined	  and	  palindromes	  are	  in	  bold.	  The	  putative	  SD	  region	  is	  also	  shown.	  
	  
	  
	  
	  
On	  the	  other	  hand,	  no	  putative	  promoter	  region	  or	  palindromic	  regions	  were	  found	  within	  
the	   500	   bases	   before	   the	   beginning	   of	   choG	   of	   R.	   ruber.	   The	   absence	   of	   an	   in	   silico	  
promoter	  in	  the	  upstream	  sequence	  of	  choG	  gene	  of	  R.	  ruber	  could	  be	  attributed	  to	  i)	  an	  
alternative	  promoter	  not	   recognized	  by	   the	  programs	  or	   ii)	  a	  promoter	  belonging	   to	   the	  
cluster	  kstD3-­‐hsd4B-­‐choG.	  The	  last	  suggestion	  will	  be	  confirmed	  by	  co-­‐expression	  studies	  
in	  R.	  ruber	  (article	  in	  preparation),	  although	  we	  could	  not	  discard	  also	  the	  first	  hypothesis.	  
ChoOxs	  have	  been	  exhaustively	  studied	  for	  ages,	  but	  there	  are	  still	  many	  aspects	  of	  these	  
enzymes	  we	   ignore;	   for	  example,	   their	   role	  as	   sensors	   instead	  of	   catabolic	  enzymes	  and	  
their	  transcriptional	  regulation,	  which	  may	  depend	  on	  the	  strain.	  A	  broaden	  knowledge	  of	  
all	   their	   capacities	   and	   possibilities	  will	   be	   valuable	   for	   improving	   their	   biotechnological	  
applications.	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Supplementary	  Figure	  1.	  Colony	  blot	  of	  an	  EcoRI/HindIII	  CECT3014	  genomic	  DNA	  library	  using	  a	  R.	  
equi	  choE	  probe.	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Supplementary	   Figure	   2.	  Alignment	   of	   protein	   sequences:	   (A)	   ChoG	  of	   CECT3014	   and	  ChoG	  of	  R.	  
ruber;	   (B)	   ChoE	   of	   R.	   equi	   and	   ChoE	   of	   CECT3014.	   Conserved	   amino	   acids	   and	   conserved	  
substitutions	   (+)	   are	   depicted.	   Signal	   peptide	   residues	   appear	   underlined.	   FAD-­‐binding	   sequences	  
are	  in	  bold	  font.	  Catalytic	  residues	  appear	  with	  an	  asterisk	  and	  in	  bigger	  size.	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Abstract	  	  
Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4,	  isolated	  from	  a	  sewage	  sludge	  sample,	  is	  able	  to	  grow	  in	  
minimal	   medium	   supplemented	   with	   steroids,	   showing	   a	   broad	   catabolic	   capacity.	   This	  
paper	   reports	   the	   characterization	   of	   three	   different	   3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenases	  
(KstDs)	  in	  the	  genome	  of	  Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4.	  The	  genome	  of	  this	  strain	  does	  
not	   contain	   any	   homologues	   to	   the	   3-­‐keto-­‐5α-­‐steroid-­‐Δ4-­‐dehydrogenase	   (kst4D	   or	   tesI)	  
that	  appears	  in	  the	  genomes	  of	  Rhodococcus	  erythropolis	  SQ1	  or	  Comamonas	  testosteroni.	  
Growth	  experiments	  with	  kstD2	  mutants,	   either	   a	  ΔkstD2	   single	  mutant,	  ΔkstD2	   double	  
mutants	   in	  combination	  with	  ΔkstD1	  or	  ΔkstD3,	  or	   the	   triple	  ΔkstD1,2,3	  mutant,	  proved	  
that	   KstD2	   is	   involved	   in	   the	   transformation	   of	   4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	   (AD)	   to	   1,4-­‐
androstadiene-­‐3,17-­‐dione	  (ADD)	  and	  in	  the	  conversion	  of	  9α-­‐hydroxy-­‐4-­‐androstene-­‐3,17-­‐
dione	   (9OHAD)	   to	   9α-­‐hydroxy-­‐1,4-­‐androstadiene-­‐3,17-­‐dione	   (9OHADD).	   ΔkstD2,3	   and	  
ΔkstD1,2,3	   mutants	   (both	   lacking	   KstD2	   and	   KstD3)	   cannot	   grow	   on	   minimal	   medium	  
using	  cholesterol	  as	  the	  only	  carbon	  source	  thus	  demonstrating	  the	  involvement	  of	  KstD2	  
and	   KstD3	   in	   cholesterol	   degradation	   in	  R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4.	   In	   contrast,	  mutation	   of	  
kstD1	   does	   not	   alter	   the	   bacterial	   growth	   using	   the	   steroids	   tested	   in	   this	   study	   and,	  
therefore,	  the	  role	  of	  this	  protein	  still	  remains	  unclear.	  The	  absence	  of	  a	  functional	  KstD2	  
in	  R.	  ruber	  mutants	  provoked	  in	  all	  cases	  an	  accumulation	  of	  9OHAD,	  as	  a	  branch	  product	  
probably	   formed	   by	   the	   action	   of	   a	   3-­‐ketosteroid-­‐9α-­‐hydroxylase	   (KshAB)	   on	   the	   AD	  
molecule.	   Therefore,	   KstD2	   is	   a	   key	   enzyme	   in	   the	   AD	   catabolism	   pathway	   in	   R.	   ruber	  
strain	  Chol-­‐4	  while	  KstD3	  is	  involved	  in	  cholesterol	  catabolism. 
	  
	  
Abbreviations	  
9OHAD:	   9α-­‐hydroxy-­‐4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione;	   9OHADD:	   9α-­‐hydroxy-­‐1,4-­‐androstadiene-­‐
3,17-­‐dione;	   5α-­‐AD:	   5α-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione;	   AD:	   4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione;	   ADD:	   1,4-­‐
androstadiene-­‐3,17-­‐dione;	   CHO:	   cholest-­‐5-­‐en-­‐3β-­‐ol	   (cholesterol);	   Ksh:	   3-­‐ketosteroid-­‐9α-­‐
hydroxylase;	  KstD:	  3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase;	  Δ4-­‐KstD	  or	  Kst4D:	  3-­‐keto-­‐5α-­‐steroid-­‐
Δ4-­‐dehydrogenase;	  CTAB:	  cetyltrimethyl	  ammonium	  bromide;	  LB:	  Luria-­‐Bertani;	  ORF:	  open	  
reading	  frame.	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Introduction	  	  
In	  general,	  most	  species	  of	  the	  genus	  Rhodococcus	  are	  aerobic,	  catabolically	  versatile	  soil	  
bacteria	  with	   a	   high	   GC-­‐content	   and	  mycolic	   acids	   in	   their	   cell	   envelope.	   They	   have	   an	  
exceptional	  ability	  to	  degrade	  a	  broad	  range	  of	  organic	  compounds	  (including	  recalcitrant	  
pollutants	  and	  toxic	  compounds)	  and	  therefore	  they	  have	  been	  used	  as	  model	  organisms	  
for	  numerous	  applications	  in	  bioremediation	  and	  biocatalysis	  (Kobayashi	  &	  Shimizu,	  1998;	  
Plaggenborg	   et	   al.,	   2006;	   van	   der	   Geize	   &	   Dijkhuizen,	   2004;	   Vereecke	   et	   al.,	   2000).	  
Rhodococci	  are	  also	  known	  to	  degrade	  an	  expanded	  range	  of	  steroids	  such	  as	  cholesterol	  
and	   phytosterols	   (van	   der	   Geize	   &	   Dijkhuizen,	   2004).	   The	   bacterial	   transformation	   of	  
steroid	   compounds	   is	   biotechnologically	   relevant	   because	   certain	   intermediates	  may	   be	  
used	   to	   produce	   pharmaceutically	   active	   steroid	   drugs	   (Bortolini	   et	   al.,	   1997;	   Kieslich,	  
1985;	  Mahato	  et	  al.,	  1994).	  
The	   cholesterol	   catabolism	  has	  been	   recently	  partially	   clarified	   in	   actinobacteria	   such	  as	  
Mycobacterium	  and	  Rhodococcus	  species	  (García	  et	  al.,	  2012;	  Griffin	  et	  al.,	  2011;	  Thomas	  
et	  al.,	  2011;	  Uhía	  et	  al.,	  2012;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007;	  Yam	  &	  Okamoto,	  2011),	  although	  
the	  physiological	  roles	  of	  many	  of	  the	  implicated	  enzymes	  are	  still	  undefined.	  Cholesterol	  
or	   its	   derivatives	   undergo	   a	   side-­‐chain	   cleavage	   that	   occurs	   concurrently	   with	   the	   ring	  
degradation	   (Mycobacterium,	   (Capyk	   et	   al.,	   2011))	   or	   not	   (Rhodococcus	   jostii	   RHA1,	  
(Dresen	  et	  al.,	  2010;	  Rosłoniec	  et	  al.,	  2009))	  yielding	  17-­‐keto	  compounds	  such	  as	  AD	  and	  
ADD	  (Yam	  &	  Okamoto,	  2011).	  The	  transformation	  of	  AD	  to	  9α-­‐hydroxy-­‐1,4-­‐androstadiene-­‐
3,17-­‐dione	   (9OHADD)	   is	   carried	   out	   by	   3-­‐ketosteroid	   Δ1-­‐dehydrogenases	   (KstDs)	   and	   3-­‐
ketosteroid-­‐9α-­‐hydroxylase	  (KshAB),	  an	  enzymatic	  complex	  formed	  by	  a	  Rieske	  oxygenase	  
(encoded	  by	  kshA)	  and	  a	  reductase	  (encoded	  by	  kshB)	  (Capyk	  et	  al.,	  2009;	  van	  der	  Geize	  et	  
al.,	  2002b).	  Then,	  9OHADD	  is	  non-­‐enzymatically	  converted	  to	  3-­‐hydroxy-­‐9,10-­‐secoandrost-­‐
1,3,5(10)-­‐triene-­‐9,17-­‐dione	   (3-­‐HSA)	   that	   is	   a	   substrate	   for	   the	   flavin-­‐dependent	  
monooxygenase	   HsaAB	   (Dresen	   et	   al.,	   2010).	   The	   final	   product,	   the	   catecholic	   3,4-­‐
dihydroxy-­‐9,10-­‐secoandrost-­‐1,3,5	  (10)-­‐triene-­‐9,17-­‐dione	  (3,4-­‐DHSA)	  is	  then	  cleaved	  by	  the	  
extradiol	   dioxygenase	  HsaC	   and	   hydrolyzed	   by	  HsaD	   yielding	   2-­‐hydroxyhexadienoate	   (2-­‐
HHD)	   and	   9,17-­‐dioxo-­‐1,2,3,4,10,19-­‐hexanorandrostan-­‐5-­‐oic	   acid	   (DOHNAA)	   as	   products	  
(van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  2-­‐HHD	  is	  transformed	  into	  central	  metabolites	  (propionyl-­‐CoA	  
and	  pyruvate)	  by	  the	  successive	  actions	  of	  a	  hydratase	  (HsaE),	  an	  aldolase	  (HsaF),	  and	  an	  
acetaldehyde	  dehydrogenase	   (HsaG)	   (for	   a	   review	  of	   the	   lower	  pathway,	   (Horinouchi	   et	  
al.,	  2012;	  Philipp,	  2011)).	  On	  the	  other	  hand,	  the	  degradation	  pathways	  for	  several	  steroid	  
compounds	   other	   than	   cholesterol	   (progesterone,	   testosterone,	   cholic	   acid,	  
epiandrosterone,	  etc.)	  yields	  ADD	  as	  intermediary	  and	  therefore	  many	  enzymatic	  activities	  
could	  be	  shared	  in	  different	  pathways	  (Horinouchi	  et	  al.,	  2012;	  Philipp,	  2011).	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Therefore,	   in	  this	  general	  scheme	  the	  enzyme	  3-­‐ketosteroid	  Δ1-­‐dehydrogenase	  (KstD)	  [4-­‐
ene-­‐3-­‐oxosteroid:(acceptor)-­‐1-­‐ene-­‐oxoreductase;	   EC	   1.3.99.4]	   is	   a	   flavoprotein	   which	  
plays	   an	   important	   role	   in	   the	  microbial	   degradation	   of	   the	   polycyclic	   ring	   structure	   of	  
steroids.	  More	  specifically,	  it	  catalyses	  the	  trans-­‐axial	  elimination	  of	  the	  C-­‐1(α)	  and	  C-­‐2(β)	  
hydrogen	  atoms	  of	  the	  A-­‐ring	  of	  the	  polycyclic	  ring	  structure	  of	  3-­‐ketosteroids	  (Itagaki	  et	  
al.,	   1990a).	   In	   fact,	   KstD	   and	   3-­‐ketosteroid	   9α-­‐hydroxylase	   (Ksh)	   together	   initiate	   the	  
opening	   of	   the	   steroid	   skeleton	   B-­‐ring	   (van	   der	  Geize	   et	   al.,	   2000;	   van	   der	  Geize	   et	   al.,	  
2002a).	  KstD	  enzymes	  are	  widely	  found	  in	  bacteria	  and	  they	  are	  naturally	  diverse	  (Kisiela	  
et	  al.,	  2012).	  For	  example,	   the	  R.	  erythropolis	  KstD	  proteins	   fall	   into	   four	  distinct	  groups	  
and	   they	  display	  quite	  a	  broad	   substrate	   range	   (Knol	   et	  al.,	   2008).	  The	  KstD1	  and	  KstD2	  
enzymes	   prefer	   steroid	   substrates	   carrying	   the	   3-­‐keto-­‐4-­‐ene	   structure	   such	   as	   (9α-­‐
hydroxy-­‐)4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	  KstD3	  has	  a	  clear	  preference	  for	  3-­‐
ketosteroids	  with	  a	  saturated	  A-­‐ring,	  displaying	  highest	  activity	  on	  5α-­‐AD	  (5α-­‐androstane-­‐
3,17-­‐dione)	  and	  5α-­‐T	  (5α-­‐testosterone;	  also	  known	  as	  17β-­‐hydroxy-­‐5α-­‐androstane-­‐3-­‐one).	  
On	  the	  other	  hand,	  Kst4D	  is	   in	  fact	  a	  Δ4	  KstD	  (3-­‐keto-­‐5α-­‐steroid	  Δ4-­‐dehydrogenase)	  (Knol	  
et	  al.,	  2008).	  Kisiela	  et	  al.	   (Kisiela	  et	  al.,	  2012)	  have	  recently	   identified	  homologues	  to	  3-­‐
ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase	   in	   100	   different	   bacterial	   species	   whereas	   Kst4D	  
homologues	  were	  found	  only	  in	  24	  species	  (mostly	  actinobacteria).	  	  
	  
Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4,	   a	   cholesterol-­‐degrading	   strain	   isolated	   from	   a	   sewage	  
sludge	   sample,	   utilizes	   cholesterol,	   cholestenone,	   testosterone,	   4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  
(AD),	   1,4-­‐androstadiene-­‐3,17-­‐dione	   (ADD),	   pregnenolone,	   progesterone,	   androsterone	  
and	  dihydroandrosterone	  as	   sole	   carbon	  and	  energy	   sources	   (Fernández	  de	   las	  Heras	  et	  
al.,	   2009).	   Therefore	   this	   strain	   is	   a	   good	  model	   organism	   for	   the	   study	  of	   the	  enzymes	  
involved	   in	   the	   catabolism	  of	   these	   compounds.	   In	   this	  work	  we	  have	   analyzed	   the	  454	  
genome	   sequencing	   data	   from	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   to	   search	   for	   putative	   KstDs.	   We	  
show	  in	  this	  work	  that	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  lacks	  any	  Kst4D	  but	  contains	  three	  KstDs	  with	  
probably	  different	  roles	  in	  the	  steroid	  metabolism.	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Material	  and	  methods	  
Bacterial	  strains,	  plasmids	  and	  growth	  conditions	  
Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   (CECT	   7469;	   DSM	   45280)	   was	   isolated	   from	   a	   sewage	  
sludge	   sample	   (Fernández	   de	   las	   Heras	   et	   al.,	   2009).	   This	   strain	   and	   its	   derived	  mutant	  
strains	   were	   routinely	   grown	   in	   LB	   or	   minimal	   medium	   (Medium	   457	   of	   the	   DSMZ,	  
Braunschweig,	  Germany)	  containing	  the	  desired	  carbon	  and	  energy	  source	  under	  aerobic	  
conditions	   at	   30	   °C	   in	   a	   rotary	   shaker	   (250	   rpm)	   for	   1-­‐3	   days.	   For	   the	   steroids	   growth	  
experiments,	  a	  LB	  pre-­‐grown	  culture	  was	  washed	  two	  times	  with	  minimal	  medium	  prior	  to	  
inoculation.	   Cholesterol	   and	   4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	   (AD)	   from	   Sigma,	   were	   added	  
directly	   to	   the	  minimal	  medium	   culture.	  E.	   coli	   strains	  were	   grown	   in	   Luria-­‐Bertani	   (LB)	  
broth	  at	  37	  °C.	  
Plasmids	   and	   bacterial	   strains	   used	   are	   listed	   in	   Table	   1.	   Competent	   and	   electro-­‐
competents	  cells	  of	  E.	  coli	  DH5αF’	  were	  prepared	  and	  transformed	  as	  previously	  described	  
(Sambrook	  et	  al.,	  1989).	  Rhodococcus	  electrocompetent	  cells	  were	  allowed	  to	  recover	  for	  
4	  hours	  at	  30	  °C	  without	  shaking	  before	  plating	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2011).	  The	  
E.	   coli-­‐Rhodococcus	   shuttle	   vector	   pNV119	   (Chiba	   et	   al.,	   2007),	   was	   used	   in	   all	  
complementation	   experiments.	   Selection	   of	   transformed	   cells	   was	   carried	   out	   using	   LB	  
plates	  supplemented	  with	  appropriate	  antibiotics.	  
	  
	  
	  
Table	  1.	  Bacterial	  strains	  and	  plasmids	  used	  in	  this	  work	  
Bacteria	  and	  
plasmids	  
Description	   Reference	  
Rhodococcus	  ruber	  
strain	  Chol-­‐4	  
Wild	  type	  phenotype,	  NalR	  
CECT7469	  	  
Fernández	  de	  las	  Heras	  
et	  al.,	  2009	  
R.	  ruber	  ΔkstD1	  	   kstD1	  single	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	  
R.	  ruber	  ΔkstD2	   kstD2	  single	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	  
R.	  ruber	  ΔkstD3	   kstD3	  single	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	  
R.	  ruber	  ΔkstD1,2	   kstD1	  and	  kstD2	  double	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	  
R.	  ruber	  ΔkstD1,3	   kstD1	  and	  kstD3	  double	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	  
R.	  ruber	  Δkst2,3	   kstD2	  and	  kstD3	  double	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	  
R.	  ruber	  ΔkstD1,2,3	   kstD1,	  kstD2	  and	  kstD3	  triple	  deletion	  mutant,	  NalR	   This	  work	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E.	  coli	  DH5αF’	  
F’	  endA1	  hsdR17	  (rK
-­‐	  mK
+)	  glnV44	  thi-­‐1	  recA1	  gyrA	  
(NalR)	  relA1	  Δ(lacIZYA-­‐argF)	  U169	  deoR	  
(φ80dlacΔ(lacZ)M15)	  
Laboratory	  collection	  
E.	  coli	  S17-­‐1	   recA	  pro	  hsdR	  RP4-­‐2-­‐Tc::Mu-­‐Km::Tn7	   Simon	  et	  al.,	  1983	  
pBluescript	  II	  KS	  +	   Cloning	  Vector,	  ApR	   Stratagene	  
pNV119	   KmR,	  Nocardia-­‐E.	  coli	  replicative	  shuttle	  vector	   Chiba	  et	  al.,	  2007	  
pGEM-­‐T	  Easy	  
Vector	  
Cloning	  Vector,	  ApR	   Promega	  
pK18mobsacB	  
KmR	  RP4mob,	  mobilizable	  cloning	  vector	  with	  sacB	  
gene	  for	  positive	  selection	  
Schafer	  et	  al.,	  1994	  
pK18(1U+D)	  
pK18mobsacB	  harbouring	  a	  HindIII-­‐XbaI	  genomic	  
fragment	  containing	  a	  kstD1	  truncated	  ORF	  
This	  work	  
pK18(2U+D)	  
pK18mobsacB	  harbouring	  a	  HindIII-­‐XbaI	  genomic	  
fragment	  containing	  a	  kstD2	  truncated	  ORF	  
This	  work	  
pK18(3U+D)	  
pK18mobsacB	  harbouring	  a	  HindIII-­‐XbaI	  R.	  ruber	  
genomic	  fragment	  containing	  a	  kstD3	  truncated	  
ORF	  
This	  work	  
	  
	  
DNA	  preparation,	  sequencing	  and	  in	  silico	  analysis	  
Chromosomal	  DNA	  extraction	  from	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  was	  performed	  using	  the	  CTAB	  
procedure	   (Hosek	   et	   al.,	   2006)	   with	   the	   following	   modifications.	   Bacterial	   cells	   were	  
collected	  from	  a	  LB	  plate,	  resuspended	  in	  400	  µl	  Tris-­‐EDTA	  buffer	  (10	  mM	  Tris/HCl,	  pH8,	  1	  
mM	  EDTA)	  and	  incubated	  at	  80	  °C	  for	  20	  min.	  Afterwards,	  a	  lysozyme	  treatment	  (50	  µl	  of	  
10	  mg/ml	  stock)	  was	  carried	  out	  at	  37	  °C	  for	  1-­‐12	  hours,	  and	  then	  75	  µl	  of	  SDS	  containing	  
proteinase	  K	  (70	  µl	  SDS	  10%	  +	  5	  µl	  proteinase	  K	  10	  mg/ml)	  was	  added	  and	  incubated	  for	  
10	  min	  at	  65	  °C.	  Proteins	  were	  precipitated	  with	  100	  µl	  of	  5M	  NaOH	  and	  100µl	  CTAB	  (0.1	  
g/ml	  resuspended	  in	  0.7M	  NaOH)	  for	  10	  min	  at	  65	  °C.	  DNA	  was	  purified	  by	  extraction	  with	  
mixtures	   of	   chloroform-­‐isoamyl	   alcohol	   (24:1)	   and	   phenol-­‐chloroform-­‐isoamyl	   alcohol	  
(25:24:1)	   and	  precipitated	  with	   0.6	   vol	   of	   isopropanol	   at	   room	   temperature	   for	   30	  min.	  
After	   centrifugation,	   DNA	   was	   washed	   with	   70%	   ethanol	   and	   resuspended	   in	   distilled	  
water.	  
Manipulation	  of	  genomic	  DNA	  was	  carried	  out	  according	  to	  standard	  protocols	  (Sambrook	  
et	  al.,	  1989)	  and	  the	  extracted	  DNA	  was	  purified	  three	  times	  to	  achieve	  highest	  purity	  and	  
quality	   for	   subsequent	   sequencing	  of	   the	   complete	   genome.	   The	  pyrosequencing	  of	   the	  
genomic	  DNA	  was	  done	  by	  LifeSequencing	   (Valencia,	  Spain)	  using	   the	  Roche	  454	  GS-­‐FLX	  
system.	   The	   BioEdit	   program	  was	   used	   to	   blast	   a	   known	  ORF	   against	   the	   454	   obtained	  
contigs	  (Hall,	  1999).	  The	  ORF	  finder	  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/)	  and	  the	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pDRAW32	   (http://www.acaclone.com/)	   programs	   were	   used	   to	   analyze	   the	   ORFs	  
contained	   in	   the	   corresponding	   contigs.	   DNASTAR	   (Lasergene)	   programs	   were	   used	   to	  
analyze	  sequences,	  to	  elaborate	  cladograms	  and	  to	  design	  primers.	  	  
PCR	   was	   performed	   under	   standard	   conditions	   using	   Expand	   High	   Fidelity	   PCR	   System	  
Enzyme	  Mix	   (Roche)	  with	   a	   specific	   high	  GC	  buffer	   (Roche);	   unless	   stated	  otherwise:	   30	  
cycles	  of	  1	  min	  at	  95	  °C,	  1	  min	  at	  the	  desired	  Tm	  and	  0.5-­‐3	  min	  at	  72	  °C.	  
	  
Identification	  of	  steroids	  by	  HPLC	  
Chemicals:	  The	  standards	  of	  AD,	  9OHAD	  and	  ADD	  were	  supplied	  by	  Organon	  Biosciences.	  
HPLC	   calibration	   standards	   from	   0.0025	  mg/ml	   to	   0.1	  mg/ml	  were	   prepared	   by	   diluting	  
stock	  solutions	  (3	  mg/ml)	  in	  methanol/water	  (80:20,	  v/v).	  	  
Sample	   preparation:	   Steroid	   bioconversion	   was	   done	   in	   duplicate	   with	   Rhodococcus	  
cultures	  grown	   in	  50	  ml	  of	  M457	  minimal	  medium	  supplemented	  with	  sodium	  acetate	  2	  
g/l	   at	   30	   °C	   (200	   rpm).	   After	   incubating	   overnight	   until	   reaching	   the	   late-­‐exponential	  
growth	  phase,	  AD	  was	  added	  at	  0.4	  g/l	  and	  bioconversion	  was	  monitored	  for	  several	  days.	  
Aliquots	   of	   1	   ml	   were	   extracted	   from	   4	   to	   200	   hours	   and	   kept	   at	   -­‐20	   °C.	   For	   high-­‐
performance	   liquid	   chromatography	   (HPLC)	   analysis,	   samples	  were	   diluted	   5	   times	  with	  
methanol-­‐water	   (80:20,	   v/v)	   and	   filtered	   (0.22	   µm).	   The	   sample	   was	   incubated	   for	   10	  
minutes	  at	  room	  temperature	  (20	  °C)	  and	  analyzed	  by	  HPLC	  as	  previously	  described	  (Knol	  
et	   al.,	   2008;	   van	   der	   Geize	   et	   al.,	   2002a).	   Steroids	   were	   separated	   on	   an	   Alltima	   C18	  
column	  (250	  mm	  x	  4.6	  mm,	  5	  µm)	  at	  room	  temperature	  using	  methanol/water	  (80:20,	  v/v)	  
as	  mobile	  phase	  and	  detected	  at	  λ254nm.	  Peaks	  were	  compared	  to	  standards	  to	  determine	  
the	  intermediary	  and	  the	  area	  of	  each	  peak	  was	  measured	  to	  determine	  the	  concentration	  
of	  each	  steroid	  by	  comparison	  to	  previous	  calibration	  of	  standards.	  
	  
Mutagenesis	  of	  the	  kstD	  genes	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  
Primers	  and	  conditions	  applied	  for	  this	  experiment	  are	  summarized	  in	  Table	  2.	  Unmarked	  
gene	  deletions	  were	  carried	  out	  as	  described	  previously	  for	  R.	  erythropolis	  SQ1	  involving	  
conjugative	   transfer	  of	  a	  mutagenic	  plasmid	  carrying	   the	  sacB	  selection	   system	   (van	  der	  
Geize	  et	  al.,	  2001).	  Sucrose	  sensitivity	  of	  Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  was	  previously	  
tested	   on	   LB	   agar	   plates	   supplemented	  with	   10%	   (w/v)	   sucrose.	   Specific	   set	   of	   primers	  
were	   designed	   up	   and	   downstream	   of	   each	   ORF	   in	   order	   to	   get	   PCR	   amplifications	  
fragments	   from	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   genomic	   DNA	   with	   the	   kstD	   flanking	   regions	  
containing	   the	   restriction	   sites	   HindIII-­‐BamHI	   (up)	   -­‐	   BamHI-­‐XbaI	   (down)	   for	   kstD3	   and	  
HindIII-­‐EcoRV	   (up)	   -­‐	  EcoRV-­‐XbaI	   (down)	   for	  kstD2	   and	  kstD1.	  These	  PCR	   fragments	  were	  
cloned	   into	   pGEM-­‐T-­‐Easy	  Vector	   and	  both	   combined	   in	   order	   to	   get	   a	   fragment	  HindIII-­‐
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XbaI	  containing	  a	  truncated	  kstD	  ORF	  and	  its	  flanking	  regions,	  but	  maintaning	  the	  reading	  
frame	   intact	   to	   avoid	   polar	   effects.	   The	   HindIII-­‐XbaI	   DNA	   fragments	   were	   cloned	   into	  
pK18mobsacB	   plasmid	   (Schafer	   et	   al.,	   1994)	   to	   construct	   the	   mutagenic	   plasmids	  
pK18(1U+D),	   pK18(2U+D)	   and	   pK18(3U+D)	   (supplementary	   Fig.	   1),	   which	   were	   used	   for	  
the	  deletion	  of	  kstD1,	  kstD2	  and	  kstD3	   respectively	   in	  the	  chromosomal	  DNA	  of	  R.	  ruber	  
strain	  Chol-­‐4.	  	  
The	  mutagenic	  plasmids	  were	  introduced	  into	  E.	  coli	  S17.1	  and	  mobilized	  to	  R.	  ruber	  strain	  
Chol-­‐4	  by	   conjugation	  as	   follows:	  E.	   coli	  S17.1	  bacterial	   cells	  were	   transformed	  with	   the	  
mutagenic	   plasmids	   and	   positive	   clones	   were	   selected	   on	   25	   µg/ml	   kanamycin	   LB	   agar	  
plates	   and	   incubated	   for	   24	   hours	   at	   37	   °C	   and	   thereafter	   for	   24	   hours	   at	   room	  
temperature.	  R.	  ruber	  recipient	  strain	  cells	  were	  spread	  on	  LB	  agar	  supplemented	  with	  20	  
µg/ml	  nalidixic	  acid	  and	  incubated	  at	  30	  °C	  for	  3	  days.	  Both	  Rhodococcus	  and	  E.	  coli	  cells	  
were	  harvested	  from	  the	  plates,	  and	  separately	  suspended	  in	  1.5	  ml	  of	  LB.	  Aliquots	  of	  750	  
µl	  of	  both	  strains	  were	  mixed	  together	  and	  centrifuged	  for	  1	  minute	  at	  10000	  rpm.	  Finally,	  
the	  pellet	  was	  resuspended	  in	  1	  ml	  LB	  and	  cells	  spread	  on	  4	  non-­‐selective	  LB	  agar	  plates	  
and	  kept	  overnight	  at	  30	  °C.	  The	  harvested	  cells	  from	  the	  plates	  were	  suspended	  in	  2	  ml	  
LB	  medium	  and	  plated	  on	  16	  LB	  agar	  plates	  supplemented	  with	  200	  µg/ml	  kanamycin	  and	  
20	   µg/ml	   nalidixic	   acid.	   R.	   ruber	   transconjugants	   that	   have	   integrated	   the	   plasmid	  
appeared	   after	   3-­‐4	   days	   at	   30	   °C.	   All	   kanamycin	   resistant	  Rhodococcus	   transconjugants	  
were	   sucrose	   sensitive	   as	   sacB	  was	   contained	   in	   the	   integrated	  plasmid	  by	   homologous	  
recombination.	  
The	   kstD	   deletion	  was	   then	   achieved	   as	   a	   result	   of	   a	   second	   spontaneous	   homologous	  
recombination	  process	  within	  the	  genome	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4.	  Thus,	  2	  or	  3	  colonies	  
of	  R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	  were	   grown	  under	   non-­‐selective	   conditions	   (20	  ml	   LB	   at	   30	   °C	  
o/n)	  and	  subsequently	  plated	  on	  LB	  agar	  plus	  10%	  sucrose	  (w/v).	  Grown	  colonies	  on	  this	  
medium	  were	  replica	  plated	  on	  LB	  and	  LB	  plus	  200	  µg/ml	  Km	  and	  sucrose	  resistant	  and	  Km	  
sensitive	  colonies	  were	  selected	  as	  unmarked	  kstD	  deleted	  cells.	  Afterwards,	  a	  colony	  PCR	  
was	  performed	  afterwards	  to	  verify	  the	  deletion	  in	  the	  kstD	  mutant	  strains.	  
	  
Nucleotide	  sequence	  accession	  numbers	  
The	   GenBank/EMBL/DDBJ	   accession	   numbers	   for	   the	   nucleotide	   sequences	   reported	   in	  
this	   paper	   are	   JQ083440	   (kstD1	   genomic	   region),	   JQ083439	   (kstD2	   genomic	   region)	   and	  
FJ842098	  (kstD3	  genomic	  region).	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Table	  2.	  Primers	  used	  in	  this	  work	  
Primer	   Sequence	  (5’	  –	  3’)	   PCR	  conditions	   Use	  
D1-­‐1	   AAGCTTGGCCCCCGTCTGGTGGAACAAG	  
D1-­‐2	   GATATCGACGACGGCATGGTAGTAGGT	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD1	  up-­‐flanking	  region	  
HindIII-­‐EcoRV	  
amplification,	  1.8	  kb	  
D1-­‐3	   GATATCGGCATCTCGGACCTCGGCACCA	  
D1-­‐4	   TCTAGATCACGGCGCAGGACAGCACCAG	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD1	  down-­‐flanking	  
region	  EcoRV-­‐XbaI	  
amplification,	  1.7	  kb	  
D2-­‐1	   AAGCTTTCGAGCCGGCCTCCTTCATCTT	  
D2-­‐2	   GATATCGCCGACGTACTCCGTCTTCTCC	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD2	  up-­‐flanking	  region	  
HindIII-­‐EcoRV	  
amplification,	  1.7	  kb	  
D2-­‐3	   GATATCAACGCCTTCGGCAACACGTACC	  
D2-­‐4	   TCTAGAGTGTAGACGACGGACGAGGTGT	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD2	  down-­‐flanking	  
region	  EcoRV-­‐XbaI	  
amplification,	  1.6	  kb	  
D3-­‐1	   AAGCTTCCGCACAGCCGGTACAGCAGGG	  
D3-­‐2	   GGATCCGCGACGGGCCCGGCGAGAACAT	  
Tm	  60	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD3	  up-­‐flanking	  region	  
HindIII-­‐BamHI	  
amplification,	  1.2	  kb	  
D3-­‐3	   GGATCCCGACGATGTCGTATTCCTGCTT	  
D3-­‐4	   TCTAGACGACGGCCGCGGGGGTGAGAT	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD3	  down-­‐flanking	  
region	  BamHI-­‐XbaI	  
amplification,	  1.3	  kb	  
CH105	   CGATCCGCTGGTCCGTGTA	  
1exF	   AACATATGATCAAGCAGGAATACGACA	  
Tm	  55	  °C,	  5	  min,	  
30	  cycles	  
Checking	  of	  R.	  ruber	  
ΔkstD3	  (4.3	  kb	  in	  WT;	  	  	  	  	  
3.2	  kb	  in	  mutant).	  
1exR	   AAGGATCCTCAGTGCTGTTCGACGGTCTCG	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
(With	  1exF)	  Checking	  of	  	  	  
R.	  ruber	  ΔkstD3	  (1.6	  kb	  in	  
WT;	  550	  bp	  in	  mutant)	  
CH106	   CCAAGGGCTATTCCGACTACCA	  
CH107	   GAAAAGCCCGCCGCCGAAGATGTA	  
Tm	  55	  °C,	  1	  min,	  
30	  cycles	  
Checking	  of	  R.	  ruber	  
ΔkstD2	  (800	  bp	  in	  WT;	  no	  
amplification	  in	  mutant)	  
2exF	   AACATATGGCGACCAATCCCGTACCGG	  
2exR	   AAAGATCTTCAGCGGGACTTCGCGGCGTCC	  
Tm	  65	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
Checking	  of	  R.	  ruber	  
ΔkstD2	  (1.6	  kb	  in	  WT;	  	  	  	  	  
200	  bp	  in	  mutant).	  
CH110	   CCGGTGCACTCGTCAGGGTAGGA	  
3exR	   AGATCTGGGCGGCCGGCGTCGTCCTTAC	  
Tm	  64	  °C,	  3	  min,	  
30	  cycles	  
Checking	  of	  R.	  ruber	  
ΔkstD1	  (3.2	  kb	  in	  WT;	  	  	  	  	  
2.1	  kb	  in	  mutant).	  
3exF	   AACATATGGTGGATTGGGCAGAGGAAT	  
Tm	  60	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
(With	  3exR)	  Checking	  of	  	  	  
R.	  ruber	  ΔkstD1	  (1.5	  kb	  in	  
WT;	  400	  bp	  in	  mutant).	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Results	  	  
In	  silico	  analysis	  and	  genetic	  organization	  of	  the	  identified	  putative	  kstD	  genomic	  regions	  
of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  
The	  nucleotide	  sequence	  determination	  of	  the	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  genome	  is	  underway.	  
Using	  the	  three	  KstDs	  and	  the	  Kst4D	  protein	  sequences	  described	  for	  R.	  erythropolis	  SQ1	  
[EMBL:	  AAF19054;	  AAL82579;	  ABW74859;	  ABW74858]	  in	  a	  BLAST	  of	  the	  BioEdit	  program,	  
three	  putative	  kstD	  sequences	  were	  found	  in	  the	  genome	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4.	  They	  
were	  identified	  as	  KstD1,	  KstD2	  and	  KstD3	  dehydrogenases,	  whereas	  no	  ORF	  correlative	  to	  
a	  Kst4D	  protein	  was	  found.	  KstD1	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  (511	  aa)	  shows	  84.5%	  and	  73%	  
aa	  identities	  with	  the	  Rhodococcus	  rhodochrous	  [EMBL:	  BAA22789]	  and	  Rhodococcus	  equi	  
[NCBI:	   REQ_15820]	   homologous	   proteins,	   respectively.	   The	   KstD2	   protein	   of	   R.	   ruber	  
strain	  Chol-­‐4	  (564	  aa)	  shows	  high	  aa	  identity	  values	  with	  homologous	  proteins	  of	  R.	  equi	  
[NCBI:	  REQ_10320]	  (79.1%)	  and	  R.	  erythropolis	  [NCBI:	  RER_12410]	  (79%).	  Finally,	  R.	  ruber	  
strain	   Chol-­‐4	   KstD3	   protein	   (570	   aa)	   shows	   the	   highest	   identity	   with	   the	   homologous	  
[EMBL:	  ADY18320]	  protein	  from	  R.	  rhodochrous	  (81.9%).	  	  
The	   three	  kstD	  ORFs	  are	   located	   in	  different	  chromosomal	   regions	  of	   the	  R.	   ruber	  strain	  
Chol-­‐4	   genome	   [GenBank:	   JQ083439,	   JQ083440,	   FJ842098]	   (Fig.	   1	   and	   supplementary	  
Tables	  1,	  2	  and	  3).	  Fig.	  1	  depicts	  the	  genomic	  surroundings	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  kstDs	  
in	   comparison	   to	   similar	   kstDs	   from	   fully	   sequenced	   Rhodococcus	   genomes.	   Only	   the	  
genetic	  organization	  around	  the	  kstD3	  gene	  shows	  a	  high	  degree	  of	  similarity.	  	  
Similarities	   and	   differences	   among	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   kstD	   regions	   and	   several	  
homologous	  reported	  ones	  will	  be	  discussed	  later.	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Figure	   1.	  Comparison	   of	   kstDs	   gene	   surroundings	   in	   genomic	   regions	   of	  R.	   ruber	   Chol-­‐4	   and	   fully	  
sequenced	  Rhodococcus	  genomes.	  All	  analyzed	  Rhodococcus	  genomes	  contain	  one	  copy	  of	  the	  three	  
kstD1-­‐,	  kstD2-­‐	  and	  kstD3-­‐like	  genes,	  with	  two	  exceptions:	  the	  R.	  erythropolis	  genome	  contains	  two	  
kstD1	  copies,	  while	  the	  R.	  opacus	  genome	  does	  not	  contain	  a	  kstD2-­‐like	  ORF.	  Nucleotide	  sequence	  
accession	   numbers:	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   [JQ083440,	   JQ083439	   and	   FJ842098],	   R.	   equi	   103S	  
[FN563149],	  R.	  erythropolis	  PR4	  [AP008957],	  R.	  opacus	  B4	  [AP011115],	  R.	  jostii	  RHA1	  [CP000431].	  	  
Abbreviations:	   cyp450:	   cytochrome	   P450;	   kst4D	   (or	   tesI):	   3-­‐ketosteroid	   Δ4-­‐(5α)-­‐dehydrogenase;	  
hsd4B:	   2-­‐enoyl	   acyl-­‐CoA	   hydratase;	   choG:	   cholesterol	   oxidase;	   hsaF:	   4-­‐hydroxy-­‐2-­‐oxovalerate	  
aldolase;	  hsaG:	   acetaldehyde	  dehydrogenase;	  hsaE:	   2-­‐hydroxypenta-­‐2,4-­‐dienoate	  hydratase;	   kshA:	  
3-­‐ketosteroid	   9α-­‐hydroxylase;	   tn:	   transposase;	   MP:	   membrane	   protein;	   ox:	   oxidoreductase;	  MFS:	  
Major	   Facilitator	   Superfamily;	   SAM:	   S-­‐adenosylmethionine-­‐dependent;	   nlpC/P60:	   cell-­‐wall	  
peptidase;	  tetR,	  marR,	  merR,	  icIR,	  kstR:	  transcriptional	  regulators.	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Construction	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  kstD	  genes	  deletion	  mutants	  
The	   targeted	   gene	   deletion	   of	   each	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   kstD	   ORF	   was	   performed	   as	  
indicated	  in	  "Material	  and	  methods"	  in	  order	  to	  obtain	  mutant	  strains	  with	  progressively	  
less	  kstD	  genes	  avoiding	  any	  polar	  effect	  (Fig.	  2).	  Genuine	  gene	  deletion	  of	  R.	  ruber	  strain	  
Chol-­‐4	  kstD1,	  kstD2	   and	  kstD3	   genes	  was	  confirmed	  by	  different	  PCR	  studies	  performed	  
with	  sets	  of	  specific	  primers	  (Fig.	  2).	  Using	  the	  single	  mutants	  as	  a	  basis,	  the	  gene	  deletion	  
procedure	  was	  repeated	  to	  achieve	  the	  ΔkstD1,2,	  ΔkstD2,3	  and	  ΔkstD1,3	  R.	  ruber	  double	  
mutants.	  Finally,	  the	  ΔkstD1,2	  double	  mutant	  was	  chosen	  to	  knock	  out	  the	  kstD3	  gene	  in	  
order	  to	  obtain	  the	  R.	  ruber	  ΔkstD1,2,3	  triple	  mutant.	   In	  all	  cases,	  mutation	  results	  were	  
confirmed	  by	  colony	  PCR	  using	  specific	  sets	  of	  primers	  (Fig.	  2).	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figure	  2.	  Scheme	  of	  the	  construction	  and	  verification	  of	  the	  gene	  deletions	  made	  in	  the	  kstD	  ORFs	  of	  
R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4.	  
A.	  The	  upstream	  and	  downstream	  flanking	  regions	  (dashed	  boxes)	  of	  kstD1,	  kstD2	  and	  kstD3	  ORFs	  
were	   amplified	   by	   PCR	   and	   cloned	   together	   in	   a	   way	   that	   the	   original	   codon	   reading	   frame	  was	  
maintained	   intact,	  so	  that	   the	  adjacent	  genes	  were	  not	  affected	  by	  the	  deletion.	  These	  mutagenic	  
constructions	   were	   transferred	   into	   R.	   ruber	   cells	   by	   conjugation	   and,	   after	   several	   selection	  
processes,	  the	  double	  recombinants	  (the	  deletion	  mutants)	  were	  obtained.	  Primers	  used	   in	  colony	  
PCR	  to	  confirm	  the	  correct	  deletion	  in	  the	  mutant	  strains	  are	  indicated	  as	  arrows.	  
	  
??
??????
????????? ????? ???? ???? ????
??????
???? ?????
???? ????
???? ???? ????
??
??????
????????? ?????????
??????????? ???? ????? ?? ???????????????????
???????????????? ?? ????????????????????????
???
??
??????
???????????????? ?????? ????? ???????????????
?????????????
???????????????? ?????? ????? ???????????????
?
?????
117
Capítulo	  5A	  
 
	  
	  
Figure	  2.	  Scheme	  of	  the	  construction	  and	  verification	  of	  the	  gene	  deletions	  made	  in	  the	  kstD	  ORFs	  of	  
R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4.	  
B.	   Verification	   by	   colony	   PCR	   of	   the	   deletions	   in	   kstD1,	   kstD2	   y	   kstD3	   genes	   of	  R.	   ruber.	   A	   0.8%	  
agarose	  gel	  was	   run	   for	  50	  minutes	  at	  92V.	  The	  expected	  size	  of	   the	  amplicons	  was	  “3exF+3exR”:	  
WT=1.5kb;	   ΔkstD1=400bp;	   “CH110+3exR”:	   WT=3.2kb;	   ΔkstD1=2.1kb;	   “2exF+2exR”:	   WT=1.6kb;	  
ΔkstD2=200bp;	   “CH106+CH107”:	   WT=800bp;	   ΔkstD2=no	   amplicon;	   “1exF+1exR”:	   WT=1.6kb;	  
ΔkstD3=550bp;	   “CH105+1exF”:	   WT=4.3kb;	   ΔkstD3=3.2kb.	   The	   GeneRuler	   1kb	   DNA	   ladder	  
(Fermentas)	  was	  used	  as	  pattern.	  
	  
	  
	  
Growth	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   kstD	   mutants	   in	   media	   with	   cholesterol	   or	   4-­‐
androstene-­‐3,17-­‐dione	  
Cholesterol	  (CHO)	  or	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  (AD)	  were	  used	  to	  supplement	  the	  minimal	  
medium	  in	  order	  to	  determine	  the	  cell	  growth	  abilities	  of	   the	  different	  R.	  ruber	  mutants	  
after	  10	  days	  of	  incubation	  at	  30	  °C.	  As	  presented	  in	  Fig.	  3,	  the	  inactivation	  of	  any	  or	  both	  
kstD1	  or	  kstD3	  genes	  was	  not	  enough	  to	  prevent	  the	  growth	  of	  R.	  ruber	  mutants	  with	  AD	  
or	   CHO	   as	   the	   only	   carbon	   and	   energy	   source.	  On	   the	   other	   hand,	   the	  R.	   ruber	  ΔkstD2	  
single	  mutant	  as	  well	  as	  all	  the	  other	  R.	  ruber	  mutants	  lacking	  kstD2	  (ΔkstD1,2,	  ΔkstD2,3	  
and	  ΔkstD1,2,3)	  were	  not	  able	  to	  grow	  on	  AD.	  Bacterial	  grow	  on	  CHO	  as	  the	  only	  carbon	  
and	  energy	  source	  was	  only	  repressed	  when	  both	  kstD2	  and	  kstD3	  gene	  deletions	  where	  
present	  (ΔkstD2,3	  and	  ΔkstD1,2,3	  mutants).	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Figure	  3.	  Growth	  of	  Rhodococcus	  ruber	  strains	  in	  different	  media.	  
Cultures	  of	  R.	  ruber	  WT	  and	  mutant	  strains	  in	  M457	  minimal	  medium	  (DSMZ)	  containing	  either	  AD	  
(A)	  or	  CHO	   (B)	   in	   suspension	  as	   the	  only	  carbon	  source	  are	  shown.	  The	   flasks	  were	  maintained	  at	  
30°C,	  200	  rpm,	  during	  10	  days.	  (+):	  growth;	  (-­‐):	  no	  growth.	  
	  
	  
	  
Genetic	  complementation	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  kstD	  mutants	  	  
R.	   ruber	  mutant	   strains	   that	  were	  unable	   to	  grow	  on	  AD	  as	   the	  only	   carbon	  and	  energy	  
source	   (ΔkstD2,	   ΔkstD1,2,	   ΔkstD2,3	   and	   ΔkstD1,2,3	   mutants)	   were	   successfully	  
complemented	  with	  a	  pNV119-­‐derived	  recombinant	  plasmid	  harbouring	  a	  functional	  copy	  
of	   the	   kstD2	   gene.	   In	   every	   case,	   the	   ability	   of	   transformed	   cells	   to	   grow	   in	   minimal	  
medium	   with	   AD	   was	   recovered	   (results	   not	   shown),	   indicating	   that	   KstD2	   activity	   is	  
essential	  for	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  to	  grow	  on	  AD.	  	  
Moreover,	   the	   complementation	  of	  R.	   ruber	  ΔkstD2,3	   and	  ΔkstD1,2,3	  mutants	   (that	   are	  
unable	   to	   grow	  on	  CHO	  as	   the	  only	   carbon	  and	  energy	   source)	  with	   the	  pNV119	  vector	  
carrying	   either	   the	  kstD2	   or	   the	  kstD3	   gene	   allowed	   transformed	   cells	   to	   grow	  on	  CHO.	  
Therefore,	   these	  results	  pointed	  out	   that	  at	   least	  one	  of	   the	   two	  KstDs	   (KstD2	  or	  KstD3)	  
must	  be	  present	  in	  the	  R.	  ruber	  cell	  in	  order	  to	  grow	  on	  CHO.	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Identification	  of	  AD	  degradation	  products	  	  
Cultures	  of	  R.	  ruber	  kstD	  mutants	  and	  the	  wild	  type	  strain	  were	  grown	  in	  minimal	  medium	  
supplemented	   with	   2	   g/l	   sodium	   acetate	   as	   the	   only	   carbon	   source	   and	   subsequently	  
supplemented	  with	  AD	  in	  the	  late	  exponential	  growth	  phase	  (after	  approximately	  14	  hours	  
of	  growth,	  OD600nm	  1.0	  ±	  0.2).	  Aliquots	  were	  taken	  from	  the	  cultures	  and	  analyzed	  by	  HPLC	  
at	   fixed	   time	   intervals.	   The	   presence	   of	   AD,	   ADD	   and	   9OHAD	   in	   the	   culture	   was	  
determined	  by	  HPLC,	  by	  comparison	  to	  the	  profile	  of	  steroid	  authentic	  standards	  (Fig.	  4).	  
Only	   trace	   amounts	   of	   AD	   were	   detected	   after	   24	   hours	   of	   growth	   and	   no	   AD	   was	  
measurable	  after	  30	  hours	  of	  growth	   in	  all	  mutants	  cultures,	  except	   in	  the	  mutants	  with	  
no	   functional	   kstD2.	   In	   these	   mutant	   cultures	   more	   than	   50	   hours	   were	   necessary	   for	  
complete	   AD	   consumption.	   The	  HPLC	   profiles	   of	  R.	   ruber	  wild	   type	   and	  ΔkstD1,	  ΔkstD3	  
and	  ΔkstD1,3	  mutant	  strains	  were	  quite	  similar	  (Fig.	  4)	  and	  showed,	  apart	  from	  AD,	  only	  a	  
second	  peak	  that	  corresponded	  to	  ADD.	  This	  peak	  reached	  the	  maximum	  concentration	  6	  
hours	  after	  AD	  addition	  (0.06	  mg/ml	  in	  ΔkstD3	  and	  wild	  type	  R.	  ruber	  cultures,	  and	  around	  
0.1	  mg/ml	  in	  ΔkstD1	  and	  ΔkstD1,3	  mutant	  cultures).	  After	  30	  hours	  of	  adding	  AD,	  no	  trace	  
of	  ADD	  was	  detected	  by	  HPLC	  in	  these	  cultures.	  These	  results	  demonstrate	  that	  only	  the	  
activity	  of	  KstD2	   is	   responsible	   for	   the	  dehydrogenation	  of	  AD	   to	  ADD,	  which	   thereafter	  
allows	  the	  further	  degradation	  of	  ADD.	  	  
On	   the	   other	   hand,	   none	   of	   the	   strains	   carrying	   the	   mutated	   kstD2	   gene	   (ΔkstD2,	  
ΔkstD1,2,	  ΔkstD2,3	   and	  ΔkstD1,2,3)	   showed	   an	  ADD	  peak	   in	   the	   culture	   liquid	   after	   AD	  
addition.	  But	  in	  the	  media	  of	  these	  kstD2	  mutant	  cultures,	  apart	  from	  AD,	  a	  second	  HPLC	  
peak	  appeared	  that	  corresponded	  to	  9OHAD,	  which	  accumulated	  during	  the	  first	  50	  hours	  
after	  AD	  addition	  and	  reached	  a	  concentration	  of	  0.4	  mg/ml	  (1.32	  mM)	  (Fig.	  4),	  suggesting	  
an	   almost	   complete	   conversion	   of	   AD	   (added	   at	   0.4	   mg/ml	   or	   1.39	   mM)	   into	   this	  
intermediary	   compound.	   This	   steroid	   was	   still	   detected	   at	   high	   levels	   after	   50	   hours	  
(ΔkstD1,2)	  or	  even	  longer	  (ΔkstD1,2,	  ΔkstD2,3	  and	  ΔkstD1,2,3).	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Figure	  4.	  Bioconversion	  of	  AD	  into	  ADD	  or	  9OHAD	  by	  R.	  ruber	  strains	  detected	  by	  HPLC.	  
Graphics	  depict	  steroid	  concentration	  versus	  time	  in	  cultures	  of	  R.	  ruber	  wild	  type	  (WT)	  and	  kstD1,	  
kstD2	  and	  kstD3	  mutants.	  The	  values	  are	  the	  means	  of	  at	  least	  two	  independent	  experiments.	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Figure	  4.	  Bioconversion	  of	  AD	  into	  ADD	  or	  9OHAD	  by	  R.	  ruber	  strains	  detected	  by	  HPLC.	  
Graphics	  depict	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  concentration	  versus	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  ruber	  wild	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  and	  kstD1,	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  and	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  mutants.	  The	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  the	  means	  of	  at	  least	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  experiments.	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Discussion	  	  
KstDs	   are	   key	   enzymes	   in	   microbial	   steroid	   metabolism	   that	   are	   widely	   found	   in	  
actinobacteria	  and,	  more	  particularly,	   in	  Rhodococcus	  species	  (Knol	  et	  al.,	  2008;	  Mathieu	  
et	  al.,	   2010;	  McLeod	   et	  al.,	   2006;	  Molnár	   et	  al.,	   1995;	  Morii	   et	  al.,	   1998;	  Wovcha	   et	  al.,	  
1979).	  Different	   isoforms	  of	   the	   enzyme	  have	   been	   found	  displaying	   different	   substrate	  
range	   and	   having	   different	   roles	   that	   may	   be	   strain-­‐dependent	   (Knol	   et	   al.,	   2008).	   For	  
instance,	   the	  R.	   jostii	  RHA1	  genome	  contains	  a	  high	  number	  of	  putative	  kstD	   genes	   that	  
appear	  in	  4	  different	  gene	  clusters	  together	  with	  other	  steroid	  degradation	  genes	  involved	  
in	   the	   cleavage	   of	   B	   and	   A	   rings.	   However,	   only	   one	   of	   these	   clusters	   appears	   to	   be	  
involved	   in	   cholesterol	   catabolism	   (Mathieu	   et	   al.,	   2010;	   McLeod	   et	   al.,	   2006;	   van	   der	  
Geize	  et	  al.,	  2007;	  Yam	  &	  Okamoto,	  2011).	  
	  
	  
	  
	  
Figure	  5.	  Cladogram	  of	  Rhodococcus	  KstDs	  and	  Δ4-­‐KstDs.	  
Cladogram	  of	  some	  representative	  KstDs	  and	  Δ4-­‐KstDs	  of	  several	  Rhodococcus	  species	  including	  the	  
three	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  KstD	  enzymes	  reported	  in	  this	  work	  (indicated	  by	  a	  rectangle).	  The	  tree	  
was	   constructed	   using	   the	   MegAlign	   program	   (Lasergene),	   applying	   the	   Clustal	   W	   method.	   NCBI	  
database	  accession	  numbers	  (or	  locus	  tags	  of	  whole	  genome	  sequences)	  are	  shown	  in	  parentheses.	  
Bar:	  0.2	  substitutions	  per	  amino	  acid.	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In	   the	   genome	   of	  R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4,	   we	   have	   found	   3	   different	   kstD	   genes	   (kstD1,	  
kstD2	   and	   kstD3)	   and	   the	   sequences	   of	   their	   products	   have	   been	   compared	   to	   that	   of	  
homologous	   proteins	   (Fig.	   5	   and	   Fig.	   6).	   The	   cladogram	   performed	   with	   known	   KstD	  
proteins	   of	   Rhodococcus	   species	   shows	   the	   groups	   previously	   described	   by	   Knol	   et	   al.	  
(Knol	  et	  al.,	  2008).	  	  
All	   three	   KstDs	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   described	   in	   this	   work	   display	   the	   N-­‐terminal	  
glycine-­‐rich	   stretch	   (DxxVxGSGx5-­‐6Ax2Ax3Gx6Ex5GGxxAxSG)	   (Fig.	   6A)	   which	   putatively	  
corresponds	   to	   the	   adenine-­‐binding	   fold	   of	   the	   FAD-­‐binding	   domain	   found	   in	   other	  
flavoproteins	  (GxGx5-­‐6Ax2Ax3Gx6Ex12G)	  (Burns	  et	  al.,	  1989;	  Florin	  et	  al.,	  1996).	  	  
KstD1	   of	  R.	   ruber	   shows	   an	   84.5%	   aa	   identity	   with	   the	   KsdD	   protein	   of	  R.	   rhodochrous	  
[EMBL:	   BAA22789]	   in	   which	   three	   tyrosine	   residues	   (GGAPLIDY104LESDDDLEFMVY116	  
PWPDY121GGK)	  have	  been	  shown	  to	  be	  essential	  for	  its	  activity.	  Residues	  Y104	  and	  Y116	  are	  
proposed	  to	  be	   involved	   in	  steroid	  substrate	  binding,	  while	  Y121	   is	   important	  for	  catalysis	  
(Fujii	   et	   al.,	   1999).	  However,	   only	   Y121	   is	   conserved	   in	   other	   KstDs	   described	   so	   far.	   The	  
sequence	   of	   this	   region,	   including	   the	   three	   tyrosine	   residues,	   is	   highly	   conserved	   in	  R.	  
ruber	   KstD1	   (GGAPLIDY104LEaDeDiEFtaY116PWPDY121GfK,	  where	   differences	   are	   shown	   in	  
underlined	  low	  case	  letters).	  	  
Serine	  S325	  and	   threonine	  T503	  of	  KstD2	  of	  R.	  erythropolis	   SQ1	  are	   important	   residues	   for	  
substrate	   binding	   or	   catalysis	   as	  mutations	   at	   these	   amino	   acid	   positions	   resulted	   in	   an	  
enzymatic	  inactivation	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a).	  S325	  is	  only	  partially	  conserved	  among	  
the	  KstD2	  proteins	  but	  T503	   is	  part	  of	  a	  highly	  conserved	  region	  of	  all	  Rhodococcus	  KstDs.	  
Therefore,	  KstD2	  R.	  ruber	  has	  the	  T503	  residue,	  but	  the	  lacks	  S325	  (Fig.	  6B).	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Figure	  6.	  Alignment	  of	  the	  terminal	  regions	  of	  KstDs	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  and	  other	  Rhodococcus	  
species	  whose	  genome	  has	  been	  completely	  sequenced.	  	  
Abbreviations:	  RHA1:	  R.	  jostii	  RHA1;	  REQ:	  R.	  equi	  103S;	  RER:	  R.	  erythropolis	  PR4;	  ROP:	  R.	  opacus	  B4	  
A.	  Alignment	  of	  the	  KstDs	  N-­‐terminal	  region	  that	   includes	  the	  FAD-­‐binding	  domain.	  The	  consensus	  
sequence	   contains	   conserved	   amino	   acids	   among	   KstDs;	   those	  which	   are	   also	   conserved	   in	   other	  
flavoproteins	  are	  marked	  in	  bold	  and	  bigger	  font	  size.	  	  
B.	  C-­‐terminal	  alignment	  of	  KstD1s,	  KstD2s	  and	  KstD3s,	  with	  the	  conserved	  sequence	  of	  each	  group	  
and	   the	   global	   consensus	   for	   KstDs.	   Residues	   of	   the	   latter	   are	   underlined	   in	   the	   group	   specific	  
conserved	   sequence.	  Residues	   conserved	   in	  11	  out	  of	   14	  KstD	   sequences	   are	   also	   included	   in	   the	  
global	  consensus	  (plain	  and	  lower	  font	  size).	  The	  important	  T503	  threonine	  residue	  highlighted	  by	  the	  
works	  in	  R.	  erythropolis	  is	  indicated	  in	  this	  consensus.	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The	  genomic	  surroundings	  of	  the	  Rhodococcus	  kstD	  genes	  are	  rather	  different	  (Fig.	  1).	  R.	  
erythropolis	  possesses	  two	  kstD1	  ORFs,	  one	  of	  them	  located	  in	  a	  genomic	  context	  similar	  
to	   that	   found	   in	   two	  other	   strains	   of	   the	   genus	  Rhodococcus,	   R.	   opacus	   B4	   and	  R.	   jostii	  
RHA1.	  kstD2	   is	  not	  present	   in	  some	  of	   the	  analyzed	  genomes,	   such	  as	   the	  genome	  of	  R.	  
opacus	  B4,	  or	   it	   is	   located	  extra-­‐chromosomal,	   such	  as	  on	   the	  plasmid	  pRHL1	  of	  R.	   jostii	  
RHA1).	  kstD3	  ORF	  seems	  to	  be	  more	  functionally	  connected	  to	  genes	  in	  its	  vicinity	  as	  their	  
protein	  products	  may	  be	  part	  of	  the	  steroid	  catabolic	  pathway.	  	  
The	   R.	   ruber	   kstD1	   cluster	   lacks	   the	   kstR	   ORF	   that	   encodes	   a	   transcriptional	   steroid	  
metabolism	   regulator	   (Kendall	   et	   al.,	   2007;	   Kendall	   et	   al.,	   2010)	   and	   occurs	   in	   the	   kstD	  
clusters	   of	   R.	   jostii	   RHA1	   and	   R.	   opacus	   B4	   and	   in	   one	   of	   the	   kstD1	   clusters	   of	   R.	  
erythropolis	   PR4.	   In	   contrast,	   not	   far	   from	   the	   R.	   ruber	   kstD1	   ORF	   we	   found	   a	   gene	  
encoding	   a	   putative	   acetyl-­‐coenzyme	   A	   acyltransferase	   that	   is	   almost	   identical	   to	   the	  
product	   of	   an	   ORF	   located	   in	   a	   similar	   position	   in	   R.	   jostii	   RHA1,	   R.	   opacus	   B4	   and	   R.	  
erythropolis	  PR4	  genomes.	  	  
The	  genetic	  vicinity	  of	  the	  R.	  ruber	  kstD2	  gene	  is	  diverse	  such	  as	  all	  the	  published	  genetic	  
regions	  around	  kstD2	  genes	  of	  other	  Rhodococcus.	  	  
On	   the	   other	   hand,	   the	   genomic	   context	   of	   kstD3	   genes,	   including	   the	   R.	   ruber	   data	  
reported	   here,	   presents	   a	   higher	   degree	   of	   similarity	   among	   different	   Rhodococcus	  
species.	  For	  example,	  the	  known	  kstD3	  ORFs	  of	  rhodococci	  are	  located	  always	  upstream	  of	  
hsd4B,	  a	  gene	  that	  encodes	  for	  a	  2-­‐enoyl	  acyl-­‐CoA	  hydratase.	  Hsd4B	  protein	  is	  functionally	  
associated	   to	   Hsd4A	   and	   the	   genes	   of	   both	   proteins	   are	   up-­‐regulated	   in	   cholesterol-­‐
growing	  R.	  jostii	  RHA1	  cells,	  and	  are	  reported	  to	  be	  involved	  in	  the	  β-­‐oxidative	  cycle	  of	  the	  
C-­‐17	   cholesterol	   side	   chain	   (van	  der	  Geize	   et	   al.,	   2007).	   Three	  out	  of	   five	  kstD3	   clusters	  
contain,	   next	   to	   the	  hsd4B	   gene,	   a	  choG	  ORF	   that	   codes	   for	   an	  extracellular	   cholesterol	  
oxidase	  involved	  in	  the	  first	  step	  of	  cholesterol	  catabolism	  that	  implies	  its	  conversion	  to	  4-­‐
cholesten-­‐3-­‐one	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2011;	  Kreit	  &	  Sampson,	  2009;	  Pollegioni	  et	  
al.,	  2009;	  Vrielink	  &	  Ghisla,	  2009).	  In	  four	  out	  of	  the	  five	  analyzed	  Rhodococcus	  genomes,	  
the	  putative	  hsaEGF	  operon	  is	  located	  next	  and	  divergent	  to	  the	  kstD3	  ORF.	  These	  genes	  
have	  been	  related	  to	  the	  lower	  pathway	  of	  steroids	  catabolism	  (Horinouchi	  et	  al.,	  2012).	  
From	   the	   data	  mentioned	   above	   it	   can	   be	   concluded	   that	   kstD3	   genes	   are	   located	   in	   a	  
conservative	   genetic	   context	   widely	   involved	   in	   steroid	   catabolism;	   kstD1	   genes	   are	  
located	  in	  a	  less	  conserved	  genetic	  organization,	  although	  some	  homologous	  genes	  (some	  
of	   them	   related	   to	   steroid	   catabolism)	   are	   found	   in	   its	   vicinity;	   and	   there	   are	   not	  
similarities	  among	  the	  kstD2	  genetic	  regions	  of	  rhodococci	  (Fig.	  1).	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The	  growth	  behaviour	  of	  the	  different	  single	  and	  multiple	  kstD	  mutants	  of	  R.	  ruber	  strain	  
Chol-­‐4	   indicates	  that	  both	  KstD2	  and	  KstD3	  are	  the	  main	  enzymatic	  activities	   involved	   in	  
the	   catabolism	   of	   cholesterol,	   whose	   degradation	   is	   only	   abolished	   as	   a	   result	   of	   the	  
deletion	   of	   both	   kstD2	   and	   kstD3	   genes.	   Both	   the	   ΔkstD2,3	   double	   mutant	   and	   the	  
ΔkstD1,2,3	  triple	  mutant	  were	  unable	  to	  grow	  using	  either	  AD	  or	  CHO	  as	  the	  sole	  carbon	  
source,	  thus	  suggesting	  merely	  a	  secondary	  role	  for	  KstD1	  protein	  in	  steroid	  catabolism	  in	  
R.	  ruber.	  	  
However,	   there	  are	   some	  differences	   in	   the	   roles	  between	  kstD2	  and	  kstD3	   genes:	  both	  
ΔkstD2	   and	   ΔkstD3	   single	   mutants	   can	   grow	   in	   minimal	   medium	   supplemented	   with	  
cholesterol,	  but	  ΔkstD2	  mutant	  is	  not	  able	  to	  grow	  when	  AD	  is	  the	  only	  carbon	  and	  energy	  
source.	  This	  result	  suggests	  that	  KstD2	  indeed	  represents	  the	  major	  activity	  involved	  in	  the	  
catabolism	   of	   the	   steroid	   polycyclic	   structure,	   while	   KstD3	   may	   act	   preferably	   on	   an	  
intermediate	  different	   to	  AD	  and	  previous	   in	   the	   catabolic	  pathway,	   as	   suggested	   for	  R.	  
erythropolis	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	  
The	   results	   of	   the	   complementation	   experiments	   support	   the	   important	   role	   of	   KstD2	  
activity	   in	   the	   catabolism	   of	   AD,	   because	   the	   kstD2	   gene,	   when	   present	   in	   a	   pNV119-­‐
derived	   plasmid,	   re-­‐established	   the	   capability	   of	   complemented	   ΔkstD2,	   ΔkstD1,2,	  
ΔkstD2,3	  and	  ΔkstD1,2,3	  mutant	  cells	  to	  use	  AD	  as	  growth	  substrate	  in	  minimal	  medium.	  
Respect	   to	   the	  growth	  on	  cholesterol,	   the	  complementation	  of	  ΔkstD2,3	  and	  ΔkstD1,2,3	  
mutant	   strains	   with	   a	   plasmid	   harbouring	   either	   kstD2	   or	   kstD3	   was	   enough	   to	   allow	  
transformed	  cells	   to	  grow	  on	  cholesterol,	   suggesting	   that	  KstD3	  could	  also	  contribute	   to	  
the	  steroid	  catabolism	  in	  this	  strain.	  
	  
HPLC	  studies	  were	  performed	  with	  cells	  growing	   in	  minimal	  medium	  supplemented	  with	  
sodium	   acetate	   because,	   in	   this	   medium,	   no	   interference	   with	   the	   analyzed	   steroid	  
compounds	  and	  their	  corresponding	  peaks	   in	  the	  chromatograms	  (AD,	  ADD	  and	  9OHAD)	  
was	  observed.	  AD	  was	  added	  to	  induce	  the	  KstD	  enzymes,	  as	  described	  in	  a	  previous	  work	  
with	  R.	  erythropolis	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a).	  
HPLC	   results	   (Fig.	   4)	   confirm	   that	   the	   AD	   degradation	   pathway	   in	  R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	  
mainly	  proceeds	  via	  dehydrogenation	   to	  ADD	  and	  suggest	   that	  KstD2	   is	  one	  of	   the	  main	  
enzymatic	  activities	   involved	   in	   this	   step,	  as	  ΔkstD1,	  ΔkstD3	  and	  ΔkstD1,3	  mutants	  grew	  
well	  in	  minimal	  medium	  plus	  AD	  and	  transformed	  it	  to	  ADD.	  On	  the	  other	  side,	  all	  R.	  ruber	  
single,	  double	  or	  triple	  kstD2	  mutant	  strains	  (ΔkstD2,	  ΔkstD1,2,	  ΔkstD2,3	  and	  ΔkstD1,2,3)	  
did	  not	  grow	  when	  AD	  is	  the	  sole	  carbon	  source,	  but	  they	  were	  able	  to	  consume	  AD	  when	  
they	  were	   growing	   on	  minimal	  medium	  with	   sodium	   acetate.	   In	   these	   cultures,	   9OHAD	  
was	   produced	   after	   AD	   induction	   and	   accumulated	   in	   the	   medium,	   suggesting	   that	  
dehydrogenation	  of	  AD	  is	  blocked,	  but	  instead	  AD	  hydroxylation	  is	  allowed.	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The	  Ksh	  activity	  is	  reported	  to	  be	  responsible	  for	  the	  AD	  conversion	  to	  9OHAD	  (or	  ADD	  to	  
9OHADD)	  (Petrusma	  et	  al.,	  2011;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002b;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2008).	  In	  
the	  genome	  of	  R.	  ruber	   strain	  Chol-­‐4	  we	  have	  found	  several	  ORFs	  with	  high	  similarity	   to	  
other	  reported	  actinobacterial	  kshs:	  one	  copy	  of	  kshA	  next	   to	  the	  kstD2	  gene	   (Fig.	  1),	  at	  
least	  two	  other	  copies	  of	  kshA	  and	  one	  copy	  of	  kshB	  in	  other	  regions	  of	  the	  genome.	  There	  
are	  also	  many	  copies	  of	  kshA	  genes	  in	  the	  genome	  of	  other	  actinobacteria	  (e.g.	  four	  in	  R.	  
jostii	  RHA1,	  up	  to	  five	  in	  Rhodococcus	  rhodochrous	  DSM43269)	  whose	  enzymatic	  products	  
may	  act	  on	  a	  wide	   range	  of	   steroids	   (Petrusma	   et	  al.,	   2011;	   van	  der	  Geize	   et	  al.,	   2007).	  	  
Our	   results	   clearly	   indicate	   that	   the	   interruption	  of	   the	  enzymatic	  dehydrogenation	  step	  
from	  AD	  to	  ADD	  favours	  the	  Kshs	  enzymes	  to	  convert	  AD	  to	  9OHAD,	  a	  molecule	  that	  is	  not	  
so	   quickly	   catabolised	   by	   these	   kstD2	   mutant	   strains	   and	   therefore	   accumulates	   in	   the	  
culture	  medium	  in	  the	  conditions	  assayed.	  The	  late	  disappearance	  of	  9OHAD	  detected	  by	  
HPLC	   in	   the	   absence	   of	   KstD1,	   KstD2	   and	   KstD3	   (ΔkstD1,2,3	   triple	   mutant)	   could	   be	  
attributed	  to	  alternative	  and	  not	  specific	  dehydrogenases	  that	  would	  act	  on	  this	  substrate.	  
The	  genome	  of	  R.	  ruber	  contains	  at	   least	   two	  other	  putative	  proteins	   (other	  than	  KstD1,	  
KstD2	  and	  KstD3)	  with	  a	  certain	  identity	  to	  KstDs	  (around	  38%)	  (see	  Chapter	  5B)	  that	  could	  
be	  responsible	  for	  this	  late	  disappearance	  of	  this	  compound	  (Fig.	  4).	  The	  existence	  of	  more	  
than	   three	   KstDs	   has	   also	   been	   reported	   for	   other	   Rhodococcus	   such	   as	   R.	   jostii	   RHA1	  
(Mathieu	  et	  al.,	  2010).	  
Moreover,	   in	   cultures	   of	   the	   R.	   ruber	   kstD2	  mutants	   (ΔkstD2,	   ΔkstD1,2,	   ΔkstD2,3	   and	  
ΔkstD1,2,3),	  no	  traces	  of	  ADD	  were	  detected	  after	  AD	  induction,	   implying	  that	  the	  KstD2	  
enzyme	   is	   the	   only	   activity	   involved	   in	   the	   AD	   to	   ADD	   conversion	   under	   the	   conditions	  
used	  in	  this	  study.	  At	  the	  same	  time,	  the	  accumulation	  of	  9OHAD	  implies	  that	  KstD2	  is	  also	  
necessary	  to	  transform	  9OHAD	  into	  9OHADD.	  For	  R.	  erythropolis	  it	  is	  described	  that	  both	  
KstD2	   and	   KstD1	   are	   necessary	   for	   the	   conversion	   of	   AD	   to	   ADD,	   as	   the	   single	  ΔkstD2	  
mutant	  of	   this	   strain	  was	   still	   able	   to	  grow	  on	  AD,	  and	  only	   the	  double	  mutant	  ΔkstD1-­‐
ΔkstD2	  was	  not	  able	  to	  grow	  on	  AD	  or	  9OHAD	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2001;	  van	  der	  Geize	  et	  
al.,	   2002a).	   In	   contrast,	   in	   our	   model	   organism	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4,	   the	   presence	   or	  
absence	   of	   a	   deleted	   kstD1	   has	   no	   detectable	   effect	   on	   the	   growth	   behaviour	   of	   this	  
strain.	  	  
Although	  it	  has	  been	  proposed	  that	  the	  KstD	  and	  Ksh	  enzymes	  are	  acting	  simultaneously	  
to	  break	  the	  B	  ring	  of	  the	  steroid	  molecule	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2000;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  
2001;	   van	   der	  Geize	   et	   al.,	   2002a),	   our	   data	   suggest	   that	   in	  R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   both	  
activities	  act	  sequentially,	  with	  the	  KstD	  activity	   first,	  as	  ADD	  was	  the	  main	   intermediary	  
detected	  by	  HPLC	  in	  cultures	  growing	  on	  AD,	  and	  no	  trace	  of	  9OHAD	  was	  observed	  (except	  
in	   the	   kstD2	   mutants).	   Therefore,	   our	   results	   are	   in	   agreement	   with	   similar	   findings	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described	   for	  M.	   tuberculosis,	   where	   the	   KstD	   activity	   precedes	   KshAB	   activity	   in	   the	  
steroid	  catabolic	  pathway	  (Capyk	  et	  al.,	  2009).	  	  
	  
	  
Conclusions	  
The	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   genome	   contains	   three	   kstD	   genes	   identified	   as	   kstD1,	   kstD2	  
and	   kstD3,	   whose	   sequences	   and	   genetic	   environments	   have	   been	   compared	   to	  
homologous	  kstD	  genes	  of	  other	  Rhodococcus	  species.	  Only	  kstD3	  is	  part	  of	  a	  gene	  cluster	  
that	   would	   encode	   several	   enzymatic	   activities	   involved	   in	   cholesterol	   catabolism.	  
Functional	   studies	  of	  R.	   ruber	  wild	   type	  and	  kstD	  mutant	   strains	   led	  us	   to	  conclude	   that	  
KstD2	  is	  the	  main	  activity	  responsible	  for	  the	  conversion	  of	  AD	  into	  ADD	  and	  9OHAD	  into	  
9OHADD.	  KstD3	   contributes	   to	   cholesterol	   catabolism,	   but	   appeared	  not	   to	  be	  essential	  
for	  the	  AD	  catabolism	  in	  R.	  ruber.	  KstD1	  has	  no	  direct	  effect	  on	  AD/CHO	  metabolism	  and	  
its	  role	  remains	  unclear.	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Supplementary	  Table	  1.	  Proteins	  encoded	  by	  OFRs	   in	  the	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  genomic	  
fragment	  FJ842098.	  
Name	  
Aa	  /	  
PI	  /	  
kDa	  
Protein	  
domains	  
	  
Maximun	  
identity	  
	  
R.	  erythropolis	  PR4	  
homologue	  
(%	  aa	  id)	  
KstD1	  
511	  
4.7	  
53.9	  
PRK12844,	  
3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  
(e-­‐value	  1.23e-­‐101)	  
	  
PRK12837,	  
3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  
(e-­‐value	  0e+00)	  
3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  
[R.	  rhodochrous]	  
BAA22789	  
511aa	  
Id	  =	  432/510	  (85%)	  
3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  
KsdD	  RER_33600	  
512aa	  
Id	  =	  339/504	  (67%)	  
MFS	  
transporter	  
478	  
9.2	  
49.4	  
MFS[cd06174]	  
(e-­‐value	  7.35e-­‐05)	  
	  
Efflux_EmrB	  [TIGR00711],	  
drug	  resistance	  
transporter,	  EmrB/QacA	  
subfamily	  
(e-­‐value	  3.06e-­‐12)	  
MFS	  transporter	  
[R.	  equi	  103S]	  
REQ_24040	  
457aa	  
Id	  =	  259/440	  (59%)	  
MFS	  transporter	  
RER_41990	  
481aa	  
Id	  =	  143/481	  (30%)	  
Cyp450	  
417	  
4.6	  
47.1	  
CypX[COG2124],	  
Cytochrome	  P450	  
(e-­‐value	  3.66e-­‐72)	  
Cytochrome	  P450	  
[Rhodococcus	  sp.	  
R04]	  
AEK27138	  
417aa	  
Id	  =	  390/417	  (94%)	  
Cytochrome	  P450	  
RER_09260	  
416aa	  
Id	  =	  330/417	  (79%)	  
Acetyl-­‐CoA	  
acyltransferase	  
387	  
5.1	  
40.1	  
PRK07850,	  Acetyl-­‐CoA	  
acetyltransferase	  
(e-­‐value	  0e+00)	  
	  
Thiolase[cd00751]	  
(e-­‐value	  1.12e-­‐130)	  
Acetyl-­‐CoA	  
acyltransferase	  
[R.	  opacus	  B4]	  
ROP_47770	  
387aa	  
Id	  =	  342/387	  (88%)	  
Acetyl-­‐CoA	  
acyltransferase	  
RER_09250	  
387aa	  
Id	  =	  335/387	  (87%)	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Supplementary	  Table	  2.	  Proteins	  encoded	  by	  OFRs	   in	  the	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  genomic	  
fragment	  JQ083439.	  	  
Name	  
Aa	  /	  
PI	  /	  
kDa	  
Protein	  
domains	  
Maximun	  
identity	  
R.	  erythropolis	  PR4	  
homologue	  
(%	  aa	  id)	  
KstD2	  
564	  
7.1	  
60	  
PRK12845,	  3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  	  
(e-­‐value	  0e+00)	  
	  
PRK07843,	  3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  	  
(e-­‐value	  0e+00)	  
3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  	  
[R.	  equi	  103S]	  
REQ_10320	  
568aa	  
Id	  =	  446/563	  (79%)	  
3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  
KstD2	  RER_12410	  
565aa	  
Id	  =	  445/565	  (79%)	  
KshA	  
388	  
4.8	  
43.6	  
Rieske_RO_Alpha_KSH	  
[cd03531]	  (e-­‐value	  3.09e-­‐78)	  
	  
HcaE[COG4638]	  	  
(e-­‐value	  5.81e-­‐30)	  
Ketosteroid-­‐9α-­‐
hydroxylase	  
[R.	  equi	  ATCC	  33707]	  
ZP_08153517	  
388aa	  
Id	  =	  264/385	  (69%)	  
3-­‐Ketosteroid-­‐9α-­‐
hydroxylase	  
component	  KshA	  
RER_13800	  
398aa	  
Id	  =	  258/385	  (67%)	  
Hydroxylase	  
393	  
5.0	  
43.4	  
CaiA	  [COG1960],	  Acyl-­‐CoA	  
dehydrogenases	  	  
[Lipid	  metabolism]	  	  
(e-­‐value	  2.72e-­‐21)	  
	  
NcnH[cd01159],	  
Naphthocyclinone	  hydroxylase	  	  
(e-­‐value	  2.68e-­‐98)	  
Pigment	  production	  
hydroxylase	  
[R.	  erythropolis	  SK121]	  
ZP_04386812	  
393aa	  
Id=	  305/393	  (78%)	  
Hydroxylase	  C0ZTB4	  
RER_13790	  
393	  aa	  
Id	  =	  307/393	  (78%)	  
Extradiol	  
dioxygenase	  
301	  
4.9	  
32.8	  
BphC1-­‐RGP6_C_like	  
[cd07237]	  (evalue	  7.73e-­‐70)	  
	  
BphC1-­‐RGP6_N_like	  [cd07252]	  
(evalue	  1.81e-­‐30)	  
	  
23dbph12diox[TIGR03213]	  
(evalue	  9.23e-­‐117)	  
Extradiol	  dioxygenase	  	  
[R.	  opacus	  B4]	  
ROP_22150	  
301aa	  
Id	  =	  234/301	  (78%)	  
Extradiol	  
dioxygenase	  
RER_13780	  
303aa	  
Id	  =	  225/302	  (75%)	  
Oxidoreductase	  
260	  
5.1	  
27.9	  
O2ase_reductase_like	  
[cd06187]	  (e-­‐value	  5.82e-­‐67)	  
	  
UbiB[COG0543]	  	  
(e-­‐value	  5.78e-­‐30)	  
Oxidoreductase	  	  
[R.	  jostii	  RHA1]	  
RHA1_ro05511	  
250aa	  
Id	  =	  175/247	  (71%)	  
Oxidoreductase	  
RER_13890	  
248aa	  
Id	  =	  163/253	  (64%)	  
Acyl-­‐CoA	  
synthetase	  
552	  
6.0	  
60.1	  
PRK07008,	  Long-­‐chain-­‐fatty-­‐
acid-­‐CoA	  ligase	  	  
(e-­‐value	  1.45e-­‐33)	  
	  
PRK06188,	  Acyl-­‐CoA	  
synthetase	  	  
(e-­‐value	  0e+00)	  
Acyl-­‐CoA	  synthetase	  	  
[R.	  jostii	  RHA1]	  
RHA1_ro05509	  
525aa	  
Id	  =	  427/516	  (83%)	  
Acyl-­‐CoA	  synthetase	  
RER_13820	  
556aa	  
Id=	  412/516	  (80%)	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Supplementary	  Table	  3.	  Proteins	  encoded	  by	  OFRs	   in	  the	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  genomic	  
fragment	  JQ083440.	  	  
Name	  
Aa	  /	  
PI	  /	  
kDa	  
Protein	  
domains	  
Maximun	  
identity	  
R.	  erythropolis	  PR4	  
homologue	  
(%	  aa	  id)	  
KstD3	  
570	  
8.8	  
61	  
PRK12844,	  3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  (e-­‐value	  0e+00)	  
	  
PRK07843,	  3-­‐Ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenase	  (e-­‐value	  0e+00)	  
3-­‐Ketosteroid	  dehydrogenase	  	  
[R.	  rhodochrous]	  ADY18320	  
570aa	  
Id	  =	  463/554	  (84%)	  
3-­‐Keto-­‐5α-­‐steroid-­‐
Δ1-­‐dehydrogenase	  
KstD3	  RER_07370	  
577aa	  
Id	  =	  444/576	  (77%)	  
Hsd4B	  
286	  
5.2	  
30	  
HDE_HSD[cd03448]	  	  
(e-­‐value	  1.51e-­‐52)	  
2-­‐Enoyl	  acyl-­‐CoA	  hydratase	  	  
[R.	  jostii	  RHA1]	  
RHA1_ro04531	  
288aa	  
Id	  =	  221/286	  (77%)	  
2-­‐Enoyl	  acyl-­‐CoA	  
hydratase	  
RER_07360	  
285aa	  
Id	  =	  213/285	  (75%)	  
ChoG	  
581	  
5.9	  
62.8	  
Chol_subst-­‐bind	  [pfam09129],	  
Cholesterol	  oxidase,	  substrate-­‐
binding	  (e-­‐value	  0e+00)	  
	  
FAD_binding_4	  [pfam01565],	  
FAD	  binding	  domain	  	  
(e-­‐value	  1.97e-­‐08)	  
Putative	  oxidoreductase,	  FAD-­‐
binding	  	  
[R.	  erythropolis	  SK121]	  	  
ZP_04388171	  
587aa	  
Id	  =	  451/587	  (77%)	  
Putative	  
oxidoreductase	  
RER_07350	  
587aa	  
Id	  =	  453/587	  (77%)	  
Synthetase	  
857	  
8.4	  
93.6	  
AMP-­‐binding	  [pfam00501]	  	  
(e-­‐value	  1.07e-­‐50)	  
Possible	  acyl-­‐CoA	  synthetase	  [R.	  
jostii	  RHA1]	  RHA1_ro07030	  
873aa	  
Id	  =	  516/825	  (63%)	  
w/o	  equivalent	  
HsaE	  
272	  
4.4	  
29.3	  
COG3971,	  2-­‐Keto-­‐4-­‐pentenoate	  
hydratase	  (e-­‐value	  2.04e-­‐90)	  
2-­‐Hydroxypentadienoate	  
hydratase	  [R.	  jostii	  RHA1]	  
RHA1_ro04533	  
261aa	  
Id	  =	  218/260	  (84%)	  
2-­‐Hydroxypenta-­‐2,4-­‐
dienoate	  hydratase	  
RER_07390	  
261aa	  
Id	  =	  217/261	  (83%)	  
HsaG	  
309	  
4.7	  
32.4	  
AcetDehyd-­‐dimer	  
[pfam09290]	  (e-­‐value	  2.38e-­‐60)	  
	  
PRK08300,	  acetaldehyde	  
dehydrogenase	  	  
(e-­‐value	  6.58e-­‐139)	  
Acetaldehyde	  dehydrogenase	  	  
[R.	  jostii	  RHA1]	  RHA1_ro04534	  
300aa	  
Id	  =	  274/300	  (91%)	  
Acetaldehyde	  
dehydrogenase	  
RER_07400	  
300aa	  
Id	  =	  269/300	  (90%)	  
HsaF	  
352	  
5.0	  
37.8	  
PRK08195,	  4-­‐Hydroxy-­‐2-­‐
oxovalerate/4-­‐OH-­‐2-­‐
oxopentanoic	  acid	  aldolase	  	  
(e-­‐value	  0e+00)	  
4-­‐Hydroxy-­‐2-­‐oxovalerate	  
aldolase	  [R.	  jostii	  RHA1]	  
339aa	  
Id	  =	  303/335	  (90%)	  
4-­‐Hydroxy-­‐2-­‐
oxovalerate	  aldolase	  
RER_07410	  
347aa	  
Id	  =	  304/341	  (89%)	  
Tn	  
450	  
9.0	  
47.5	  
DUF772[pfam05598],	  	  
Transposase	  domain	  	  
(e-­‐value	  5.36e-­‐07)	  
Possible	  transposase	  	  
[R.	  jostii	  RHA1]	  RHA1_ro04245	  
554aa	  
Id	  =	  223/423	  (53%)	  
w/o	  equivalent	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Supplementary	   Figure	   1.	   Scheme	   of	   conjugative	   plasmids	   derived	   from	   pK18mobsacB	  
used	  in	  this	  work.	  	  
	  
??????????
???????
?????
??????
????????
??
???
??
??
??
???
???
????
??
??
??
?
????
???
?
??????????
???????
??????
????????
????
??
??
??
???
?
??????
???
????
??
??
??
?
??
??
???
?
?????
??????????
???????
????????
????
?????
??
??
?
????
????
???
????
??
??
? ?
?
??
??
?????
133
Capítulo	  5A	  
 
	  
 
	  
	  
134
	   	   	   	  
 
CAPÍTULO	  5B	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Further	  studies	  of	  3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase	  
activities	  of	  Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   Article	  in	  preparation	  
	  
	  
	  
135
 	  
	  
136
	   	   	   Capítulo	  5B	  
 
Abstract	  	  
Rhodococcus	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  contains	  at	  least	  3	  different	  KstDs,	  as	  we	  have	  previously	  
reported.	   The	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   kstD1,	   kstD2	   and	   kstD3	   genes	   were	   cloned	   and	  
heterologously	   expressed	   in	   E.	   coli	   in	   order	   to	   characterize	   them	   biochemically.	   Our	  
results	   revealed	   that	   KstD1	   has	   a	   preference	   for	   9α-­‐hydroxy-­‐4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  
(9OHAD)	  or	  progesterone	  as	  substrate,	   followed	  by	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  (AD)	  and	  4-­‐
pregnen-­‐3-­‐one-­‐20β-­‐carboxylic	  acid	  (4BNC)	  and	  in	  a	  lower	  range	  5-­‐testosterone	  (5-­‐αT)	  and	  
5α-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione	   (5-­‐αAD).	   KstD2	   shows	   a	   major	   preference	   for	   AD	   and	  
progesterone,	   followed	   by	   9OHAD,	   4BNC,	   5-­‐αT	   and	   5-­‐αAD.	   KstD3	   activity	   was	   hard	   to	  
follow	  due	  to	  the	  low	  levels	  of	  protein	  obtained,	  but	  it	  showed	  a	  preference	  for	  saturated	  
steroid	  substrates	  (i.e.	  5-­‐αT	  and	  5-­‐αAD).	  
The	   genome	  of	  R.	   ruber	   contains	   other	  ORFs	   that	   code	   for	   proteins	   that	   keep	   a	   certain	  
identity	  with	  KstDs,	  e.g.	  KstD4	  and	  KstD5,	  could	  be	  acting	  on	  the	  cell	  simultaneously	  with	  
KstD1,	   KstD2	   and	   KstD3.	   RT-­‐PCR	   analyses	   showed	   that	   all	   the	   KstDs	   in	   this	   study	   are	  
expressed	   in	   all	   the	   conditions	   assayed,	   although	   an	   induction	   in	   cholesterol	   could	   be	  
observed	  for	  kstD3	  and	  in	  AD	  for	  kstD1.	  Moreover,	  the	  putative	  promoters	  for	  kstD1	  and	  
kstD3	  contain	  the	  KstR	  binding	  motif	  described	  meanly	  in	  Mycobacterium	  and,	  therefore,	  
they	  could	  be	  induced	  under	  certain	  conditions.	  	  
	  
	  
Abbreviations	  
AD:	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione;	  5α-­‐T:	  5α-­‐testosterone;	  ADD:	  1,4-­‐androstadiene-­‐3,17-­‐dione;	  
5α-­‐AD:	   5α-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione;	   5β-­‐AD:	   5β-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione;	   9OHAD:	   9α-­‐
hydroxy-­‐4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione;	  4BNC:	  4-­‐pregnen-­‐3-­‐one-­‐20β-­‐carboxylic	  acid;	  ORF:	  open	  
reading	   frame;	   DCPIP:	   2,6-­‐dichlorophenol-­‐indophenol;	   IPTG:	   isopropyl-­‐β-­‐D-­‐thiogalacto-­‐
side;	   KstD,	   3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenase;	   Δ4-­‐KstD	   or	   Kst4D:	   3-­‐keto-­‐5α-­‐steroid-­‐Δ4-­‐
dehydrogenase;	  LB:	  Luria-­‐Bertani.	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Introduction	  
Rhodococci	  are	  aerobic	  Gram-­‐positive	  soil	  bacteria	  belonging	  to	  the	  actinomycetes.	  They	  
are	   characterized	   by	   a	   broad	   catabolic	   diversity	   from	   pollutants	   to	   many	   aromatic	  
compounds,	  including	  steroids	  and	  sterols	  (Iwabuchi	  et	  al.,	  2002;	  McLeod	  et	  al.,	  2006;	  Yam	  
&	  Okamoto,	  2011).	  Recent	  reviews	  of	  some	  of	  their	  applications	  can	  be	  found	  elsewhere	  
(van	  der	  Geize	  &	  Dijkhuizen,	  2004;	  Yam	  &	  Okamoto,	  2011).	  Rhodococcus	  spp.	  are	  potential	  
biotechnological	   tools	   as	   they	   provide	   key	   enzymes	   essential	   for	   certain	   reactions	   that	  
yield	  industrial	  needed	  intermediaries	  such	  as	  AD	  and	  ADD	  (Malaviya	  &	  Gomes,	  2008).	  On	  
the	   other	   hand,	   steroids	   are	   a	   source	   of	   contamination	   of	   soil	   and	   waters	   and	   their	  
presence	   has	   been	   detected	   even	   in	   drinking	  water,	   threatening	  many	  ways	   of	   life	   and	  
public	  health	  (Barel-­‐Cohen	  et	  al.,	  2006;	  Gracia	  et	  al.,	  2008;	  Soto	  et	  al.,	  2004).	  Rhodococci	  
can	   be	   also	   useful	   in	   this	   biodegradation	   field	   due	   to	   their	   metabolic	   versatility	   and	  
steroids	   degradation	   capability.	   But	   before	   exploiting	   the	   maxima	   of	   the	   different	  
rhodococci,	   it	   is	  essential	  to	  know	  how	  these	  bacteria	  degrade	  steroids	  and	  the	  enzymes	  
implicated.	  	  
Steroids	  are	  characterized	  by	  a	  carbon	  skeleton	  of	  4	  fused	  rings	  (A	  to	  D)	  and	  side	  chains	  up	  
to	   10	   carbons.	   During	   the	   last	   years,	   the	   number	   of	   studies	   concerning	   steroid	  
degradation,	   and	   more	   concretely	   the	   degradation	   of	   cholesterol	   in	   bacteria,	   has	  
increased	  and,	  as	  a	  result,	  some	  of	  the	  steps	  have	  been	  clarified	  (e.g.	  initiation	  of	  the	  ring	  
degradation	  by	  a	  NAD+-­‐dependent	  3β-­‐hydroxysteroid	  dehydrogenase	  or	  by	  a	  cholesterol	  
oxidase)	  although	  others	  remain	  unclear	  (e.g.	  processing	  the	  C	  and	  D	  rings	  of	  the	  steroid	  
structure	   or	   the	   order	   in	  which	   ring	   and	   chain	   degradation	   occurs)	   (García	   et	   al.,	   2012;	  
Horinouchi	  et	  al.,	  2012;	  Philipp,	  2011;	  Uhía	  et	  al.,	  2012;	  Yam	  &	  Okamoto,	  2011).	  
In	   the	   general	   scheme	   of	   steroid	   degradation,	   there	   is	   a	   key	   enzyme	   that	   initiates	   the	  
opening	  of	  the	  steroid	  ring.	  The	  3-­‐ketosteroid-­‐∆1-­‐dehydrogenase,	  also	  known	  as	  KstD	  [4-­‐
ene-­‐3-­‐oxosteroid:	  (acceptor)-­‐1-­‐ene-­‐oxoreductase;	  EC	  1.3.99.4)],	  is	  a	  flavoenzyme	  involved	  
in	   the	   ∆1-­‐dehydrogenation	   of	   steroids	   meaning	   the	   initiation	   of	   the	   breakdown	   of	   the	  
steroid	  nucleus	  by	  introduction	  of	  a	  double	  bond	  into	  the	  A-­‐ring	  of	  3-­‐ketosteroids	  (Florin	  
et	  al.,	  1996;	  Itagaki	  et	  al.,	  1990a).	  This	  flavoprotein	  converts	  4-­‐ene-­‐3-­‐oxosteroids	  (e.g.	  AD)	  
to	   1,4-­‐diene-­‐3-­‐oxosteroids	   (e.g.	   ADD)	   by	   trans-­‐axial	   elimination	  of	   the	  C-­‐1(α)	   and	  C-­‐2(β)	  
hydrogen	  atoms	   (Itagaki	   et	  al.,	  1990b).	  Homologues	   to	  KstD	  have	  been	   identified	   in	  100	  
different	  bacterial	   species	   (78	  actinobacteria,	  20	  proteobacteria	  and	  2	   firmicutes)	  and	  at	  
least	   in	   one	   fungus,	  Aspergillus	   fumigatus	   CICC	   40167	   (Chen	   et	   al.,	   2012;	   Kisiela	   et	   al.,	  
2012).	  Most	   of	   these	   KstD-­‐containing	   bacteria	   belong	   to	   soil,	  marine	   or	   river	   sediments	  
and	   are	   also	   able	   to	   degrade	   polycyclic	   aromatic	   hydrocarbons	   (Hilyard	   et	   al.,	   2008).	  
Phylogenetic	   analysis	   allows	   classifying	   the	   KstD-­‐like	   enzymes	   in	   at	   least	   4	   different	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groups,	  in	  which	  KstD1,	  KstD2,	  KstD3	  of	  R.	  erythropolis	  SQ1	  are	  representatives	  of	  three	  of	  
them	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	  The	  preliminary	  crystal	   structure	  of	   the	  enzyme	  ketosteroid-­‐∆4-­‐
(5α)-­‐dehydrogenase	  (Kst4D)	  of	  R.	  jostii	  RHA1	  has	  been	  recently	  elucidated	  (van	  Oosterwijk	  
et	   al.,	   2011),	   but	   there	   are	  no	   similar	   reports	   on	   any	  ∆1	   KstD	   so	   far.	  However,	   it	   is	  well	  
established	   that	   KstDs	   contains	   at	   least	   two	   domains,	   a	   N-­‐terminal	   flavin	   adenine	  
dinucleotide	   (FAD)	   binding	   motif	   and	   a	   substrate-­‐binding	   domain	   (Florin	   et	   al.,	   1996;	  
Molnár	  et	  al.,	  1995;	  Wierenga	  et	  al.,	  1986;	  Knol	  et	  al.,	  2008).	  	  
The	  substrate	  range	  of	  different	  KstDs	  has	  been	  studied	  in	  R.	  erythropolis	  SQ1	  and	  in	  this	  
strain	   it	   depends	   on	   each	   group,	   being	   3-­‐ketosteroids	   with	   a	   saturated	   A-­‐ring	   (e.g.	   5α-­‐
androstane-­‐3,17-­‐dione	  and	  5α-­‐testosterone)	   the	   favourite	   substrates	   for	  KstD3	  and	   (9α-­‐
hydroxy-­‐)4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  the	  favourite	  one	  for	  both	  KstD1	  and	  KstD2	  (Knol	  et	  al.,	  
2008).	   Apart	   from	   their	   role	   in	   steroids	   degradation,	   KstDs	   could	   have	   specific	   roles	  
depending	  of	  their	  origin;	  for	  instance,	  the	  KstD	  of	  A.	  fumigatus	  CICC	  40167	  is	  involved	  in	  
fusidane	  antibiotic	  biosynthesis	  (Chen	  et	  al.,	  2012).	  
We	  have	  previously	  reported	  3	  KstD	  enzymes	  in	  the	  genome	  of	  R.	  ruber	  (Chapter	  5A).	  The	  
aim	  of	  the	  present	  study	  is	  to	  characterize	  better	  these	  enzymes	  by	  cloning	  and	  assaying	  
different	   substrates	   and	   also	   searching	   for	   expression	   differences	   at	   the	   transcriptional	  
level.	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Material	  and	  methods	  
Bacterial	  strains,	  plasmids	  and	  growth	  conditions	  
Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   (CECT	   7469;	   DSM	   45280)	   was	   isolated	   from	   a	   sewage	  
sludge	  sample	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2009).	  This	  strain	  was	  routinely	  grown	  in	  LB	  
or	  minimal	  medium	  (M457	  of	  the	  DSMZ,	  Braunschweig,	  Germany)	  containing	  the	  desired	  
carbon	  and	  energy	  source	  under	  aerobic	  conditions	  at	  30	  °C	  in	  a	  rotary	  shaker	  (250	  rpm)	  
for	  1-­‐3	  days.	  For	  the	  steroids	  growth	  experiments,	  a	  LB	  pre-­‐grown	  culture	  was	  washed	  two	  
times	  with	  minimal	  medium	  prior	  to	   inoculation.	  Cholesterol	  or	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione	  
(AD)	   (Sigma),	   were	   added	   directly	   to	   the	   minimal	   medium	   culture	   for	   growing	   and/or	  
induction	  at	  0.6	  g/l	  and	  0.44	  g/l,	  respectively.	  E.	  coli	  strains	  were	  grown	  in	  LB	  broth	  at	  37	  °C,	  250	  rpm.	  	  
Plasmids	  and	  bacterial	  strains	  used	  are	  listed	  in	  Table	  1.	  Competent	  cells	  of	  E.	  coli	  DH5αF’	  
and	  BL21	  (DE3)	  were	  prepared	  and	  transformed	  as	  previously	  described	  (Sambrook	  et	  al.,	  
1989).	  	  
	  
	  
	  Table	  1.	  Bacterial	  strains	  and	  plasmids	  used	  in	  this	  work	  
Bacteria	  and	  plasmids	   Description	   Reference	  
Rhodococcus	  ruber	  strain	  
Chol-­‐4	  
Wild	  type	  phenotype,	  NalR	  
CECT7469	  	  
Fernández	  de	  las	  Heras	  
et	  al.,	  2009	  
E.	  coli	  DH5α	  
F’	  endA1	  hsdR17	  (rK
-­‐	  mK
+)	  glnV44	  thi-­‐1	  
recA1	  gyrA	  (NalR)	  relA1	  Δ(lacIZYA-­‐
argF)	  U169	  deoR	  (φ80dlacΔ(lacZ)M15)	  
Laboratory	  collection	  
E.	  coli	  BL21	  (DE3)	  
F–	  ompT	  gal	  dcm	  hsdSB(rB
-­‐	  mB
-­‐)	  λ(DE3	  
[lacI	  -­‐T7	  gene])	  
Invitrogene	  
pBluescript	  II	  KS	  +	   Cloning	  Vector,	  ApR	   Stratagene	  
pGEM-­‐T	  Easy	  Vector	   Cloning	  vector,	  ApR	   Promega	  
pET3b	  	   T7	  expression	  plasmid,	  ApR	  	   Novagen	  	  
pET3b-­‐kstD1	  
Expression	  plasmid	  harbouring	  kstD1	  
(NdeI-­‐BglII,	  1.5kb)	  
This	  work	  
pET3b-­‐kstD2	  
Expression	  plasmid	  harbouring	  kstD2	  
(NdeI-­‐BglII,	  1.6kb)	  
This	  work	  
pET3b-­‐kstD3	  
Expression	  plasmid	  harbouring	  kstD3	  
(NdeI-­‐BamHI,	  1.7kb)	  
This	  work	  
	  
140
	   	   	   Capítulo	  5B	  
 
Cloning	  of	  kstD1,	  kstD2	  and	  kstD3	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  and	  heterologous	  expression	  
in	  E.	  coli	  cells	  
Chromosomal	   DNA	   extraction	   of	   R.	   ruber	   grown	   in	   a	   LB	   (Luria-­‐Bertani	   agar)	   plate	   was	  
performed	  using	  the	  CTAB	  procedure	  (Hosek	  et	  al.,	  2006)	  with	  the	  following	  modifications.	  
Bacterial	  cells	  were	  collected,	  suspended	  in	  400	  µl	  Tris-­‐EDTA	  buffer	  (10	  mM	  Tris/HCl,	  pH8,	  
1	  mM	  EDTA)	  and	  incubated	  at	  80	  °C	  for	  20	  min.	  Afterwards,	  a	  lysozyme	  treatment	  (50	  µl	  
of	   10	   mg/ml	   stock)	   was	   carried	   out	   at	   37	   °C	   for	   1-­‐12	   hours,	   and	   then	   75	   µl	   of	   SDS	  
containing	   proteinase	   K	   (70	   µl	   SDS	   10%	   +	   5	   µl	   proteinase	   K	   10	  mg/ml)	   was	   added	   and	  
incubated	  for	  10	  min	  at	  65	  °C.	  Proteins	  were	  precipitated	  with	  100	  µl	  of	  5M	  NaOH	  and	  100	  
µl	  CTAB	   (0.1	   g/ml	   suspended	   in	  0.7	  M	  NaOH)	   for	   10	  min	  at	   65	   °C.	  DNA	  was	  purified	  by	  
extraction	  with	  chloroform-­‐isoamyl	  alcohol	  (24:1)	  and	  phenol-­‐chloroform-­‐isoamyl	  alcohol	  
(25:24:1)	   and	  precipitated	  with	   0.6	   vol	   of	   isopropanol	   at	   room	   temperature	   for	   30	  min.	  
After	  centrifugation,	  DNA	  was	  washed	  with	  70%	  ethanol	  and	  suspended	  in	  distilled	  water.	  
The	  kstD	  ORFs	  have	  been	  previously	  identified	  using	  the	  Bioedit	  program	  (Chapter	  5A)	  and	  
were	   cloned	   by	   PCR,	   from	   start	   to	   stop	   codon,	   using	   primers	   from	   Table	   2.	   PCR	   was	  
performed	   under	   standard	   conditions	   using	   High	   Fidelity	   PCR	   Enzyme	  Mix	   (Fermentas)	  
with	  a	  specific	  high	  GC	  buffer	  (Roche);	  unless	  stated	  otherwise:	  30	  cycles	  of	  1	  min	  at	  95	  °C,	  
1	  min	  at	  the	  desired	  Tm	  and	  0.5-­‐3	  min	  at	  72	  °C.	  
NdeI-­‐BamHI	   (kstD3),	   NdeI-­‐BglII	   (kstD2	   and	   kstD1)	   PCR	   products	   were	   first	   cloned	   into	  
pGEM-­‐T	  Easy	  Vector	  (Promega)	  and	  then	  moved	  to	  pET3b	  (Novagen).	  Expression	  plasmids	  
with	   and	   without	   a	   kstD	   ORF	   were	   used	   to	   transform	   E.	   coli	   BL21	   (DE3)	   (Invitrogen).	  
Cultures	  of	  E.	  coli	  harbouring	  expression	  plasmids	  were	  grown	  (16	  °C,	  200	  rpm)	  in	  50	  ml	  LB	  
broth	   supplemented	   with	   sorbitol	   0.5	   M	   and	   ampicillin	   (100	   µg/ml).	   Isopropyl-­‐β-­‐D-­‐
thiogalactopyranoside	   (IPTG,	  0.1	  mM)	  was	  added	  24	  h	   later	   for	   induction	  and	  cells	  were	  
collected	   48	   hours	   after	   inoculation.	   The	   cells	  were	  washed	   twice	   in	   50	  mM	  phosphate	  
buffer	  pH	  7.0,	  concentrated	  to	  1	  ml	  and	  disrupted	  by	  passage	  through	  a	  French	  pressure	  
cell	   (140	  MPa)	   twice.	   Samples	   were	   centrifuged	   at	   20000	   g	   for	   30	   min	   to	   remove	   cell	  
debris.	  The	  resulting	  cell-­‐free	  extracts	  were	  used	  for	  analysis	  of	  KstD	  activity	  with	  a	  range	  
of	   steroid	   sustrates.	   Total	   protein	   content	   was	   measured	   by	   Bradford	   assay	   (Bradford,	  
1976)	  and	  protein	  expression	  was	  followed	  by	  PAGE-­‐SDS	  gel	  analysis	  (12.5	  %)	  and	  further	  
Coomassie	  staining.	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Table	  2.	  Primers	  used	  in	  this	  work.	  Restriction	  sites	  are	  marked	  in	  bold.	  
Primer	   Sequence	   PCR	  conditions	   Use	  
3exF	   AACATATGGTGGATTGGGCAGAGGAAT	  
3exR	   AGATCTGGGCGGCCGGCGTCGTCCTTAC	  
Tm	  60	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD1	  NdeI-­‐BglII	  
amplification	  for	  
cloning	  and	  
expression,	  1.5	  kb	  
2exF	   AACATATGGCGACCAATCCCGTACCGG	  
2exR	   AAAGATCTTCAGCGGGACTTCGCGGCGTCC	  
Tm	  65	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD2	  NdeI-­‐BglII	  
amplification	  for	  
cloning	  and	  
expression,	  1.6	  kb	  
1exF	   AACATATGATCAAGCAGGAATACGACA	  
1exR	   AAGGATCCTCAGTGCTGTTCGACGGTCTCG	  
Tm	  55	  °C,	  2	  min,	  
30	  cycles	  
kstD3	  NdeI-­‐BamHI	  
amplification	  for	  
cloning	  and	  
expression,	  1.7	  kb	  
CH112	   CATCGACGACGCCCTGACCTACTA	  
CH113	   GAGCGTGTCGGCGGTCTTCC	  
Tm	  55	  °C,	  1	  min,	  
30	  cycles	  
kstD1	  amplification	  in	  
RT-­‐PCR,	  900	  bp	  
CH106	   CCAAGGGCTATTCCGACTACCA	  
CH107	   GAAAAGCCCGCCGCCGAAGATGTA	  
Tm	  55	  °C,	  1	  min,	  
30	  cycles	  
kstD2	  amplification	  in	  
RT-­‐PCR,	  800	  bp	  
CH197	   GTGCGCATCTGCTCGTTGTGTT	  
CH198	   GCCGGCAAGATCGACACCTACAT	  
Tm	  55	  °C,	  1	  min,	  
30	  cycles	  
kstD3	  amplification	  in	  
RT-­‐PCR,	  600	  bp	  
CH190	   CGACGGCAGCTGTACGAGACCT	  
CH191	   AACTGCCCGGGACGACCTTG	  
Tm	  55	  °C,	  1	  min,	  
30	  cycles	  
kstD4	  amplification	  in	  
RT-­‐PCR,	  1	  kb	  
CH192	   GCTCGACACCACACCGCTGAA	  
CH193	   GCTCTCGCCGCGGTGGTATT	  
Tm	  55	  °C,	  1	  min,	  
30	  cycles	  
kstD5	  amplification	  in	  
RT-­‐PCR,	  1	  kb	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KstD	  enzymatic	  assay	  
The	  kinetics	  of	  the	  enzymatic	  extracts	  were	  determined	  as	  previously	  stated	  (Knol	  et	  al.,	  
2008;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a).	  The	  cell-­‐free	  extracts	  were	  incubated	  with	  AD	  (Organon	  
Biosciences),	   9OHAD	   (Organon	   Biosciences),	   5α-­‐AD	   (5α-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione)	  
(Steraloids),	   5α-­‐T	   (5α-­‐testosterone;	   also	   known	   as	   17β-­‐hydroxy-­‐5α-­‐androstane-­‐3-­‐one)	  
(Sigma),	   progesterone	   (ICN	   Biomedicals),	   4BNC	   (4-­‐pregnen-­‐3-­‐one-­‐20β-­‐carboxylic	   acid)	  
(Steraloids),	   5β-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione	   (Steraloids),	   4-­‐cholestene-­‐3-­‐one	   (Sigma)	   or	   5α-­‐
cholestane-­‐3-­‐one	  (Acros	  Organics).	  Structures	  of	  steroids	  used	  in	  this	  study	  are	  shown	  in	  
supplementary	   Fig.	   1.	   Enzyme	   activities	   were	   measured	   in	   triplicate	   spectrophoto-­‐
metrically	  at	  30	  °C	  using	  DCPIP	  as	  an	  artificial	  electron	  acceptor.	  The	  reaction	  mixture	  (1	  
ml)	  consisted	  of	  50	  mM	  Tris	  (pH	  7),	  80	  μM	  DCPIP,	  cell-­‐free	  extract	  and	  200	  μM	  steroid	  in	  
ethanol	   (methanol	   in	  the	  case	  of	  5α-­‐cholestane-­‐3-­‐one).	  Activities	  are	  expressed	  as	  mean	  
values	  ±SD	  in	  units	  per	  milligram	  of	  protein;	  1	  U	  is	  defined	  as	  the	  reduction	  of	  1	  mmol	  of	  
DCPIP	  ·∙	  min-­‐1	  (ε600	  =	  21mM
-­‐1	  ·∙	  cm-­‐1).	  Total	  protein	  concentration	  (mg/ml)	  was	  measured	  by	  
Bradford	  assay.	  OD600	  measurements	  were	  followed	  with	  the	  Soft-­‐max	  PRO	  4	  (Lifescience	  
edition)	  program.	  	  
	  
RT-­‐PCR	  analysis	  
RNA	   samples	   for	   RT-­‐PCR	   experiments	   were	   obtained	   from	   mid-­‐log	   exponential	   phase	  
cultures	  (OD600nm	  0.7-­‐0.8).	  Frozen	  pellets	  equivalent	  to	  50	  ml	  of	  culture	  were	  treated	  with	  
lysozyme	  (20	  µl	  of	  100	  mg/ml	  stock)	  in	  1ml	  Tris-­‐EDTA	  buffer	  (10	  mM	  Tris/HCl,	  pH8,	  1	  mM	  
EDTA)	  at	  37	  °C	  for	  1-­‐12	  hours.	  Afterwards,	  200	  µl	  of	  SDS	  containing	  proteinase	  K	  (160	  µl	  
SDS	  10%	  +	  40	  µl	  proteinase	  K	  10	  mg/ml)	  was	  added	  and	   incubated	   for	  10	  min	  at	  65	  °C.	  
Proteins	  were	  precipitated	  with	  100	  µl	  of	  5M	  NaOH	  and	  100	  µl	  CTAB	  (0.1	  g/ml	  suspended	  
in	  0.7	  M	  NaOH)	  for	  10	  min	  at	  65	  °C.	  Thereafter,	  total	  RNA	  was	  prepared	  with	  the	  RNeasy	  
Mini	  Kit	  (Qiagen)	  following	  the	  manufacturer’s	  indications.	  After	  this,	  each	  0.5-­‐1	  μg	  of	  RNA	  
was	  treated	  twice	  or	  three	  times	  with	  5	  U	  of	  Turbo	  DNase	  RNase-­‐Free	  (Ambion)	  in	  a	  100	  μl	  
volume	  for	  2	  hours	  at	  37	  °C	  until	  no	  sign	  of	  DNA	  was	  detected	  by	  PCR.	  RNA	  samples	  were	  
precipitated	  with	  0.12	  volumes	  of	  5	  M	  NH4Ac,	  0.02	  volumes	  of	  glycogen	  (5	  mg/ml)	  and	  1	  
volume	  of	   isopropanol,	  washed	   twice	   in	  70%	  ethanol	   and	  dissolved	   in	  water.	   cDNA	  was	  
synthesized	  using	  6	  μg	  of	  random	  primers	  (Roche)	  per	  10	  μg	  of	  RNA.	  Reaction	  mixture	  was	  
incubated	  with	  300	  U	  of	  SuperScript	  III	  Reverse	  Transcriptase	  (Invitrogen)	  for	  2	  hours	  at	  55	  °C.	   The	   resulting	   cDNA	   was	   treated	   with	   2	   μl	   of	   RNase	   A	   (10	   mg/ml)	   for	   1h	   at	   37	   °C,	  
purified	   using	   UltraClean	   PCR	   Clean-­‐up	   (MoBio)	   and	   recovered	   in	   a	   volume	   of	   50	   μl	   of	  
water.	  cDNA	  was	  used	  as	  template	  (25	  ng)	  for	  PCR	  reactions	  (25	  μl	  final	  volume).	  Controls	  
without	  reverse	  transcriptase	  (RT-­‐)	  were	  used	  to	  detect	  any	  contamination	  of	  undigested	  
DNA	  in	  the	  RNA	  preparations.	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In	  silico	  analyses	  
DNASTAR	  (Lasergene)	  programs	  were	  used	  to	  analyze	  sequences,	  to	  elaborate	  cladograms	  
and	   to	   design	   primers.	   The	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   genomic	   DNA	   pyrosequencing	   was	  
performed	  by	  LifeSequencing	  (Valencia,	  Spain)	  using	  the	  Roche	  454	  GS-­‐FLX	  system.	  BioEdit	  
program	  was	  used	  to	  perform	  local-­‐blast	  alignments	  within	  the	  preliminary	  genome	  data.	  
Putative	   signal	   peptides	   were	   predicted	   by	   SignalP	   4.0	   server	   (http://www.cbs.dtu.dk/	  
services/SignalP/)	  using	  a	  model	  trained	  on	  Gram-­‐positive	  bacteria	  (Petersen	  et	  al.,	  2011).	  
TMpred	   program	   was	   used	   to	   predict	   the	   presence	   of	   transmembrane	   regions	  
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html).	   Putative	   promoters	   predic-­‐
tions	  were	  performed	  using	   the	  BPROM	  server	   (http://linux1.softberry.com/berry.phtml,	  
respectively),	  in	  all	  cases	  with	  a	  score	  value	  of	  ≥	  80%.	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Results	  and	  Discussion	  
Heterologous	  expression	  of	  KstD1,	  KstD2	  and	  KstD3	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  and	  in	  E.	  
coli	  cells	  
KstDs	  from	  different	  microorganisms	  have	  been	  previously	  expressed	  in	  E.	  coli	  host	  cells,	  
e.g.	  C.	  testosteroni	  (Plesiat	  et	  al.,	  1991)	  and	  R.	  erythropolis	  (Knol	  et	  al.,	  2008;	  van	  der	  Geize	  
et	  al.,	  2000;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a;	  Wagner	  et	  al.,	  1992).	  In	  the	  present	  study,	  kstD1,	  
kstD2	  and	  kstD3	  of	  R.	  ruber	  were	  cloned	  into	  the	  pET3b	  expression	  vector	  and	  E.	  coli	  BL21	  
(DE3)	  competent	  cells	  were	  transformed	  with	  these	  constructions.	  Cell-­‐free	  extracts	  from	  
E.	  coli	  BL21	  (DE3)	  cultures	  harbouring	  KstD1,	  KstD2	  or	  KstD3	  over-­‐expressed	  were	  used	  for	  
PAGE-­‐SDS	  gel	  analysis	  and	  enzymatic	  KstD	  activity	  assay.	  	  
PAGE-­‐SDS	   analysis	   using	   cell-­‐free	   extracts	   (20	   µg	   total	   protein)	   reveals	   that	   the	   higher	  
expression	   level	   was	   achieved	   using	   pET3b-­‐kstD1	   transformed	   cells	   (Fig.	   1).	   A	   band	  
corresponding	  to	  KstD2	  can	  also	  be	  seen	  on	  the	  gel;	  however,	  a	  lower	  KstD2	  amount	  was	  
obtained	  as	  compared	  to	  KstD1.	   In	   the	  case	  of	  E.	  coli	   cells	  harbouring	  pET3b-­‐kstD3,	   cell-­‐
free	   extracts	   contained	   low	   KstD3	   levels.	   Several	   attempts	   to	   improve	   the	   efficiency	   in	  
KstD3	  over-­‐expression	  were	  not	  successful,	  so	  we	  performed	  the	  KstD	  activity	  assays	  with	  
larger	   extract	   volumes.	   However,	   it	   is	   clear	   that	   over-­‐expression	   of	   KstD3	   needs	   to	   be	  
improved.	   A	   lower	   expression	   of	   KstD3	   of	   R.	   erythropolis	   SQ1,	   compared	   to	   KstD1	   and	  
KstD2,	  was	  also	  obtained	  under	  similar	  conditions	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	  
	  
	  
	  
Figure	   1.	   Coomassie	   staining	   of	   PAGE-­‐SDS	   gel	   (12.5%)	   loaded	   with	   cell-­‐free	   extracts	   (20	  µg	   total	  
protein)	  of	  E.	  coli	  BL21	   (DE3)	   transformed	  with	   the	  pET3b-­‐kstD	   constructions.	  Lane	  1:	   (M)	  marker,	  
PageRulerTM	  unstained	  protein	   ladder	   (Fermentas);	   lane	  2:	  control	  cell-­‐free	  extract	   (empty	  pET3b);	  
lane	  3:	   cell-­‐free	  extract	  with	  KstD3	   (61	  KDa);	   lane	  4:	   cell-­‐free	  extract	  with	  KstD2	   (60	  KDa);	   lane	  5:	  
cell-­‐free	  extracts	  with	  KstD1	  (54	  KDa).	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The	  substrate	  profiles	  of	  KstDs,	  obtained	  in	  KstD	  activity	  assays	  performed	  with	  E.	  coli	  cell-­‐
free	  extracts,	  are	  shown	  in	  Fig.	  2	  (see	  also	  supplementary	  Fig.	  1).	  Control	  cell-­‐free	  extract	  
from	  E.	  coli	  harbouring	  an	  empty	  pET3b	  vector	  yielded	  not	  activity	  at	  all,	  or	  very	  low	  basal	  
levels,	  with	  all	  the	  substrates	  used	  in	  the	  assay.	  None	  of	  the	  three	  KstDs	  were	  able	  to	  use	  
4-­‐cholestene-­‐3-­‐one,	   5α-­‐cholestane-­‐3-­‐one	   or	   5β-­‐androstane-­‐3,17-­‐dione.	   In	   the	   case	   of	  
KstD1,	  the	  highest	  activity	  level	  was	  achieved	  using	  9OHAD	  or	  progesterone	  as	  substrate,	  
followed	  by	  activity	  with	  AD	  and	  4BNC.	  Lower	  activity	  levels	  were	  obtained	  with	  5α-­‐T	  and	  
5α-­‐AD.	  KstD2	  shows	  a	  clear	  preference	  for	  AD	  and	  progesterone,	  but	  it	  can	  also	  transform	  
9OHAD,	  4BNC,	  5α-­‐T	  and	  5α-­‐AD.	  KstD3	  did	  not	  show	  any	  activity	  at	  all	  using	  AD	  or	  9OHAD,	  
which	  are	   considered	   the	  natural	   substrates	   for	  KstD	  enzymes.	  Probably	  due	   to	   the	   low	  
KstD3	  protein	  levels	  obtained,	  very	  low	  but	  detectable	  KstD3	  activity	  was	  achieved	  and	  it	  
only	   uses	   5α-­‐T	   and	   5α-­‐AD	   as	   substrates	   (0,016	   and	   0,013	   U/mg	   respectively).	   These	  
results	   are	   consistent	  with	   the	   obtained	   in	  R.	   erythropolis	   SQ1,	   in	  which	   KstD3	   shows	   a	  
strong	  preference	  for	  saturated	  steroid	  substrates	  (i.e.	  5α-­‐T	  and	  5α-­‐AD),	  while	  KstD1	  and	  
KstD2	  show	  a	  broad	  substrate	  range	  with	  preference	  for	  3-­‐keto-­‐4-­‐ene	  steroids	  (i.e.	  AD	  and	  
9OHAD)	  (supplementary	  Fig.	  1)	  (Knol	  et	  al.,	  2008;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a).	  	  
Therefore,	  both	  KstD1	  and	  KstD2	  of	  R.	  ruber	  can	  be	  acting	  in	  the	  AD	  conversion	  to	  ADD	  (or	  
9OHAD	  to	  9OHADD),	   in	  a	   similar	  way	   to	  what	  has	  been	  described	   in	  R.	  erythropolis	   SQ1	  
(van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a).	  However,	  there	  are	  differences	  between	  these	  two	  strains,	  
as	  the	  double	  kstD1	  and	  kstD2	  deletions	  are	  necessary	  to	  prevent	  the	  growth	  in	  AD	  in	  the	  
case	  of	  R.	  erythropolis	  SQ1	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a),	  while	  the	  same	  effect	  is	  obtained	  
with	  the	  single	  kstD2	  deletion	  in	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  (Chapter	  5A).	  
On	  the	  other	  hand,	  KstD3	  could	  be	  acting	  in	  an	  alternative	  pathway	  before	  ADD	  is	  formed.	  
Its	  position	  in	  the	  genome	  is	  quiet	  conserved	  and	  clustered	  with	  hsd4B	  (a	  2-­‐enoyl	  acyl-­‐CoA	  
hydratase	  proposed	  to	  be	  involved	  in	  cholesterol	  side-­‐chain	  shortening)	  (van	  der	  Geize	  et	  
al.,	  2007)	  and	  ChoG	  (a	  cholesterol	  oxidase	  that	  converts	  cholesterol	  into	  cholestenone)	  in	  
many	   Rhodococcus	   (see	   Fig.	   1	   in	   Chapter	   5A).	   KstD3	   is	   proposed	   to	   be	   involved	   in	   a	  
putative	   pathway	   from	   5α-­‐T	   to	   ADD,	   acting	   also	   Hsd4	   and	   ∆4-­‐KstD	   (Kst4D)	   in	   R.	  
erythropolis	   (Knol	   et	   al.,	   2008).	   However,	   R.	   ruber	   lacks	   a	   ∆4-­‐KstD	   and,	   therefore,	   this	  
pathway	  could	  differ	  from	  R.	  erythropolis.	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Figure	   2.	   KstD	   activity	   (U/mg)	   in	  E.	   coli	   cell-­‐free	   extracts	   containing	   KstD1,	   KstD2	   and	  KstD3	   of	  R.	  
ruber	  strain	  Chol-­‐4	  using	  DCPIP	  as	  an	  artificial	  electron	  acceptor.	  Cell-­‐free	  extracts	  from	  E.	  coli	  BL21	  
(DE3)	  harbouring	   the	  pET3b-­‐kstD	   constructions,	   and	  previously	   induced	  with	   IPTG,	  were	  prepared	  
and	   analyzed	   as	   indicated	   in	   "Material	   and	   methods"	   to	   assess	   the	   KstD	   activity	   for	   different	  
substrates.	  Control	  samples	  harbour	  an	  empty	  pET3b	  vector.	  Abbreviations:	  AD:	  4-­‐androstene-­‐3,17-­‐
dione;	  9OHAD:	  9α-­‐hydroxy-­‐4-­‐androstene-­‐3,17-­‐dione;	  Progest:	  progesterone;	  5α-­‐T:	  5α-­‐testosterone	  
(also	   known	   as	   17β-­‐hydroxy-­‐5α-­‐androstane-­‐3-­‐one);	   5α-­‐AD:	   5α-­‐androsta-­‐3,17-­‐dione;	   4BNC:	   4-­‐
pregnen-­‐3-­‐one-­‐20β-­‐carboxylic	  acid.	  
	  
	  
 
	  
Identification	  of	  additional	  KstD	  activities	  in	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  
It	   is	  well	   known	   that	   rhodococci	   contain	  multiple	  homologues	  of	   catabolic	   genes,	  which	  
improve	  their	  catabolic	  capabilities	  (van	  der	  Geize	  &	  Dijkhuizen,	  2004).	  R.	  erythropolis	  SQ1	  
contains	   at	   least	   3	   kstD	   genes	   (Knol	   et	   al.,	   2008),	   while	   fully-­‐sequenced	   Rhodococcus	  
genomes	  code	  for	  more	  than	  3	  putative	  KstDs:	  at	  least	  6	  in	  R.	  jostii	  RHA1	  (Mathieu	  et	  al.,	  
2010),	   5	   in	   R.equi	   103S	   and	   R.	   opacus	   B4	   and	   4	   in	   R.	   erythropolis	   PR4	   (personal	  
communication;	  Knol,	  2011).	  Taking	  this	  into	  account,	  it	  could	  be	  possible	  that	  R.	  ruber	  has	  
extra	   copies	  of	  kstD	   genes.	   In	   fact,	  we	  previously	  detected	  a	  disappearance	   (after	  more	  
than	  150	  hours	  of	  incubation)	  of	  the	  9OHAD	  accumulated	  in	  the	  ΔkstD1,2,3	  triple	  mutant	  
cell	  culture	  (Chapter	  5A),	  so	  other	  enzymes	  should	  be	  responsible	  for	  this	  late	  conversion.	  
Using	   the	  BioEdit	  program	   in	  order	   to	  search	   for	  other	  putative	  kstDs	   in	   the	  preliminary	  
data	  of	   the	  R.	   ruber	  genome,	  we	  came	  through	  two	  putative	  KstDs,	  encoded	  by	  ORFs	   in	  
different	  contigs	  (kstD4	  in	  contig	  346	  and	  kstD5	  in	  contig	  26),	  that	  keep	  30-­‐38%	  aa	  or	  34-­‐
37%	   aa	   identity,	   respectively,	   with	   R.	   ruber	   KstD1,	   KstD2	   and	   KstD3.	   The	   amino	   acid	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sequences	  of	  these	  two	  proteins	  are	  shown	  in	  supplementary	  Fig.	  2.	  Although	  this	  is	  a	  low	  
range	  of	  identities,	  KstD1,	  KstD2	  and	  KstD3	  also	  keep	  this	  range	  of	  identities	  among	  them.	  
Further	   identity	  search	  analyses	  were	  performed	  using	  the	  BLAST	  application	  from	  NCBI.	  
The	   putative	   protein	   KstD4	   (576	   aa,	   pI	   7.57,	   61.3	   KDa)	   keeps	   87%	   aa	   identity	   with	   a	  
hypothetical	   protein	   of	   R.	   opacus	   B4	   (ROP_15340)	   and	   also	   with	   a	   succinate	  
dehydrogenase	  /	  fumarate	  reductase	  of	  R.	  opacus	  PD630	  (EHI40841).	  KstD4	  also	  displays	  
81%	   and	   56%	   sequence	   identity	   with	   3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenases	   of	   R.	   equi	   ATCC	  
33707	   (ZP_08155352.1)	   and	   Corynebacterium	   ammoniagenes	   DSM	   20306	  
(ZP_06838583.1),	   respectively.	   The	   KstD4-­‐coding	  ORF	   belongs	   to	   a	   cluster	   that	   is	   highly	  
conserved	  among	  different	  Rhodococcus:	  ORFs	  ROP_15410	  to	  ROP_15330	  of	  R.	  opacus	  B4,	  
ORFs	   ro01856	   to	   ro018418	   of	   R.	   jostii	   RHA1	   and	   ORFs	   RER_46900	   to	   RER_46980	   of	   R.	  
erythropolis	   PR4)	   (see	   Fig.	   3	   and	   supplementary	   Table	   1).	   Moreover,	   this	   cluster	   of	  
unknown	   function	   cannot	   be	   found	   in	   other	   related	   organisms	   such	   as	  Mycobacterium	  
spp.	   The	   role	   of	   the	   putative	   KstD4	   in	   this	   cluster	   must	   also	   be	   assigned.	   Due	   to	   the	  
presence	  of	  an	  AroE-­‐coding	  gene	   in	   its	  vicinity,	  a	  protein	  studied	   in	  E.	  coli	   (Michel	  et	  al.,	  
2003)	   but	   not	   in	   Rhodococcus,	   it	   could	   be	   involved	   in	   the	   biosynthesis	   of	   secondary	  
metabolic	  pathways	  or	  in	  the	  phenylalanine,	  tyrosine	  and	  tryptophan	  biosynthesis,	  among	  
other	  pathways.	  Although	  the	  role	  of	  KstD4	  should	  not	  be	  directly	  involved	  in	  the	  steroids	  
metabolism,	  in	  certain	  circumstances	  it	  could	  alternatively	  act	  in	  case	  that	  other	  KstDs	  are	  
missing.	  	  
The	   putative	   protein	   KstD5	   (558	   aa;	   pI	   5.62;	   59.5kDa)	   keeps	   70%	   aa	   identity	   with	  
ZP_09825122,	   a	   hypothetical	   protein	   of	   Citricoccus	   sp.	   CH26A	   (555	   aa).	   KstD5	   shows	  
certain	   similarity	   (58-­‐46%	   identity)	   with	   putative	   succinate	   dehydrogenases	   /	   fumarate	  
reductases	   of	   several	   actinomycetes,	   including	   members	   of	   the	   genera	   Frankia,	  
Rhodococcus,	   Gordonia	   and	   Mycobacterium.	   Similarities	   between	   KstDs	   and	   fumarate	  
reductases	   have	  been	  previously	   found	   (Molnár	   et	   al.,	   1995)	   and	   it	   has	   been	   suggested	  
that	   many	   KstDs	   are	   indeed	   wrongly	   annotated	   in	   the	   databases	   as	   succinate	  
dehydrogenases	  /	  fumarate	  reductases	  (Knol,	  2011).	  KstD5	  also	  displays	  37%	  identity	  with	  
3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐dehydrogenases	  of	  Rhodococcus	  equi	  103S	  (YP_004006083.1),	  Gordonia	  
otitidis	  NBRC	  100426	  (ZP_09790330.1)	  and	  Mycobacterium	  thermoresistibile	  ATCC	  19527	  
(ZP_09083428.1)	  among	  others.	  The	  nearest	   identity	  within	  Rhodococcus	  proteins	  is	  52%	  
with	   BAH55342,	   an	   oxidoreductase	   of	   R.	   opacus	   B4.	   This	   putative	   ORF	   lies	   in	   a	   non-­‐
conserved	   region	   respect	   to	   other	   genomes	   and,	  moreover,	   there	   are	   very	   few	  ORFs	   in	  
this	  contig	  that	  show	  identities	  with	  Rhodococcus	  proteins,	  and	  all	  of	  them	  are	  related	  to	  
the	  carveol	  metabolism	  (see	  supplementary	  Table	  2).	  This	  pathway	  has	  been	  reported	  in	  
R.	  erythropolis	   (van	  der	  Werf	  &	  Boot,	  2000).	   	  However,	   the	  putative	   cluster	  carveol	  DH-­‐
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hyp-­‐kstD5	  is	  specific	  for	  R.	  ruber	  and	  it	  is	  not	  found	  in	  any	  genome	  of	  the	  databases.	  The	  
role	  of	  KstD5	  is	  also	  unknown	  but	  it	  could	  also	  support	  any	  KstD	  activity	  missing	  in	  the	  cell,	  
under	  certain	  circumstances,	  as	  suggested	  for	  KstD4.	  
	  
	  
Figure	  3.	  Schematic	  representation	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  DNA	  fragments	  from	  contigs	  58,	  95,	  21,	  
346	  and	  26,	  containing	  kstD1-­‐kstD5,	  respectively.	  Dashed	  rectangle	  in	  contig	  346	  represents	  a	  highly	  
conserved	  cluster	  in	  Rhodococcus	  species	  (see	  text).	  Predicted	  promoters	  using	  the	  BPROM	  program	  
(P1-­‐P9,	  see	  Table	  4)	  are	  also	  depicted.	  Abbreviations:	  hyp:	  hypothetical	  protein;	   fadA5:	  acetyl-­‐CoA	  
acyltransferase;	   cyp450	  and	   cypX:	   cytochrome	  P450;	  kshA:	   3-­‐ketosteroid	   9α-­‐hydroxylase;	  hsaE:	   2-­‐
hydroxypenta-­‐2,4-­‐dienoate	  hydratase;	  hsaF:	  4-­‐hydroxy-­‐2-­‐oxovalerate	  aldolase;	  hsaG:	  acetaldehyde	  
dehydrogenase;	   pobA:	   4-­‐hydroxybenzoate	   3-­‐monooxygenase;	   choG:	   cholesterol	   oxidase;	   ox:	  
oxidoreductase;	   lysR:	   transcriptional	   regulator;	   MFS	   transporter:	   Major	   Facilitator	   Superfamily	  
transporter;	   aroE:	   shikimate	   5-­‐dehydrogenase;	   flavin-­‐ox:	   flavin	   oxidoreductase;	   red:	   reductase;	  
DH/ox:	  dehydrogenase/oxidoreductase;	   fadE:	  acyl-­‐CoA	  dehydrogenase;	  ald-­‐DH:	  aldehyde	  dehydro-­‐
genase;	  carveol	  DH:	  carveol	  dehydrogenase.	  
	  
	  
	  
Both	   KstD4	   and	   KstD5	   have	   conserved	   domains	   specific	   for	   3-­‐ketosteroid-­‐Δ1-­‐
dehydrogenases	   (PRK07843;	   3.12e-­‐106	   and	   1.84e-­‐110,	   respectively).	   Fig.	   4	   depicts	   an	  
alignment	   of	   the	   N-­‐	   and	   C-­‐terminal	   regions	   of	   the	   5	   R.	   ruber	   KstD	   proteins	   and	   a	  
comparison	   with	   the	   consensus	   sequence	   for	   KstD	   proteins	   from	   different	   species	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reported	  before	  (see	  Fig.	  6	  in	  Chapter	  5A).	  	  
	  
	  
	  
Figure	   4.	   Alignment	   of	   the	   terminal	   regions	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   KstD1-­‐5	   proteins	   and	  
elaboration	  of	  consensus	  sequences.	  
A.	  Alignment	  of	  the	  KstDs	  N-­‐terminal	  region	  that	   includes	  the	  FAD-­‐binding	  domain.	  The	  consensus	  
sequence	  contains	  conserved	  amino	  acid	  among	  the	  5	  KstDs	  (in	  at	  least	  4	  out	  of	  5	  proteins).	  
B.	   C-­‐terminal	   alignment	   of	   the	   5	   R.	   ruber	   KstDs.	   The	   consensus	   sequence	   contains	   conserved	  
residues	  present	  in	  at	  least	  3	  out	  of	  5	  sequences.	  The	  threonine	  T503	  residue	  highlighted	  by	  the	  works	  
in	  R.	  erythropolis	  is	  indicated	  in	  this	  consensus.  
*	  Consensus	  KstDs	  sequences	  obtained	  with	  KstD1,	  KstD2	  and	  KstD3	  proteins	  of	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐
4,	   R.	   jostii	   RHA1,	   R.	   equi	   103S,	   R.	   erythropolis	   PR4	   and	   R.	   opacus	   B4	   (Fig.	   6,	   Chapter	   5A),	   were	  
compared	   to	   the	   consensus	   sequences	   specific	   for	   KstD1-­‐5	   of	   R.	   ruber.	   Underlined	   residues	   are	  
those	   which	   are	   common	   in	   both	   consensus	   sequences,	   so	   they	   are	   conserved	   in	   all	   the	   KstD	  
proteins	  analyzed.	  	  	  
	  
	  
All	   5	   R.	   ruber	   KstDs	   contain	   the	   glycine-­‐rich	   motif	   found	   in	   the	   N-­‐terminal	   region	   of	  
different	  flavoenzymes,	  which	  corresponds	  to	  the	  adenine-­‐binding	  fold	  of	  the	  FAD-­‐binding	  
domain	  (Burns	  et	  al.,	  1989;	  Florin	  et	  al.,	  1996).	  Several	  conserved	  residues	  have	  been	  also	  
identified	  in	  the	  C-­‐terminal	  region	  of	  the	  R.	  ruber	  KstD	  proteins.	  Among	  them,	  T503	  is	  fully	  
conserved	   in	  all	  KstDs	   reported	   to	  date	  and	   it	  was	   found	  to	  be	  an	   important	   residue	   for	  
substrate	  binding	  or	  catalysis,	  as	  mutation	  in	  this	  position	  in	  KstD2	  of	  R.	  erythropolis	  SQ1	  
resulted	  in	  an	  enzymatic	  inactivation	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a).	  	  
The	  SignalP	  4.0	  analysis	   reveals	   that	  none	  of	   the	  5	  R.	   ruber	  KstDs	  carry	  a	  signal	  peptide.	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Using	  the	  TMpred	  program,	  3	  probable	  transmembrane	  domains	  were	  predicted	  in	  the	  5	  
KstD	  proteins	  of	  R.	  ruber,	  which	  are	  depicted	  in	  Table	  3.	  Curiously,	  the	  positions	  of	  these	  3	  
transmembrane	  domains	  are	  similar	  in	  the	  KstD1,	  KstD4	  and	  KstD5	  protein	  sequences.	  	  
	  
Table	  3.	  Transmembrane	  domains	  predicted	  with	  TMpred	  program	  in	  the	  R.	  ruber	  KstD	  proteins.	  
KstD1	   KstD2	   KstD3	   KstD4	   KstD5	  
10-­‐27	   18-­‐43	   8-­‐25	   14-­‐40	   12-­‐28	  
41-­‐62	   211-­‐235	   303-­‐330	   45-­‐64	   43-­‐63	  
486-­‐505	   537-­‐557	   529-­‐549	   545-­‐565	   515-­‐532	  
	  
	  
To	  sum	  up,	  the	  in	  silico	  analyses	  could	  support	  the	  hypothesis	  of	  R.	  ruber	  KstD4	  and	  KstD5	  
proteins	   acting	   as	   KstD	   enzymes	   as:	   i)	   they	   keep	   the	   cofactor-­‐binding	   region	   and	   the	  
conserved	   C-­‐terminal	   region	   found	   in	   other	   KstD	   proteins.	   ii)	   Moreover,	   the	   3	  
transmembrane	  domains	   predicted	   in	   the	  R.	   ruber	   KstD1,	   KstD2	   and	   KstD3	  proteins	   are	  
also	  found	  in	  the	  putative	  R.	  ruber	  KstD4	  and	  KstD5.	  However,	  KstD4	  and	  KstD5	  need	  to	  be	  
cloned	  and	  expressed	  to	  probe	  their	  KstD	  character.	  
	  
	  
In	   silico	   analyses	  of	  putative	  promoter	   regions	   in	  R.	   ruber	   strain	  Chol-­‐4	  kstDs	   genomic	  
regions	  	  
The	  in	  silico	  promoter	  prediction	  in	  the	  genomic	  fragments	  for	  the	  different	  kstD	  genes	  is	  
shown	  in	  Fig.	  3	  and	  Table	  4.  
	  
Table	  4.	  Putative	  promoters	  predicted	  using	  BPROM	  program	  (see	  Fig.	  3)	  
ORF	   Putative	  Promoter	   -­‐10	  region	   -­‐35	  region	   Putative	  TF	  
P1	  (intergenic)	   TGCTTGAAT	   TTCCTT	   ND	  
P2	  (within	  hyp)	   CGGTGGCCT	   TTTCCA	   IHF	  
kstD1	  
P3	  (within	  hyp)	   ACTGATAAT	   ATGACC	   Fur,	  RpoD17	  
P4	  (intergenic)	   TTCTATAAC	   TGGACT	   ND	  kstD3	  
P5	  (within	  hsaF)	   CGATATCCT	   TGGTCA	   ND	  
P6	  (intergenic)	   TCTGAGACT	   TTGAGA	   ND	  
P7	  (within	  MFS)	   CGGCATCAT	   TTCACG	   ND	  
kstD4	  
P8	  (within	  MFS)	   CGGCCTACT	   ATGCCG	   IHF	  
kstD5	   P9	  (intergenic)	   GAGCATAAT	   TTGACT	   ArgR,	  RpoD19	  
ND,	  non-­‐detected.	  TF,	  transcription	  factor	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The	   kstD1	   ORF	   seems	   to	   belong	   to	   a	   cluster	   together	   with	   a	   cyp450	   ORF	   and	   the	  MSF	  
transporter	   ORFs	   as	   the	   three	   promoters	   found	   in	   this	   region	   are	   at	   the	   head	   of	   this	  
putative	  cluster	  (Fig.	  3).	  One	  of	  the	  putative	  promoters	  (P1)	  lies	  in	  an	  intergenic	  region	  of	  
opposite	  clusters.	  In	  this	  intergenic	  region	  (Fig.	  5)	  we	  can	  find	  two	  palindromic	  sequences	  
(underlined)	   that	   remind	   to	   the	   one	   reported	   for	   KstR	   of	   Mycobacterium,	  
TnnAACnnGTTnnA	  (Kendall	  et	  al.,	  2007).	  The	  occurrence	  of	  other	  promoters	  (e.g.	  P2	  and	  
P3	  with	  putative	  binding	  sites	  for	  some	  transcription	  factors)	   is	  compatible	  with	  the	  idea	  
of	   a	   basal	   expression	   of	   the	   proteins	   involved	   in	   the	   cluster	   and	   an	   induction	   of	   the	  
expression	  to	  get	  higher	  protein	  levels	  in	  case	  KstR	  was	  not	  repressing.	  
	  
	  
	  
	  
Figure	  5.	  Sequence	  of	  the	  intergenic	  regions	  adjacent	  to	  kstDs	  (located	  between	  opposite	  genes	  or	  
clusters).	   Arrows	   represent	   the	   orientation	   of	   the	   respective	   ORFs	   located	   adjacent	   to	   these	  
intergenic	   regions.	   KstR-­‐like	   binding	   sites	   are	   underlined.	   Palindromic	   sequences	   appear	   in	   bold	  
characters.	   Putative	   promoter	   boxes	   -­‐10	   and	   -­‐35	   are	   represented	   with	   grey	   boxes.	   (SD)	   Shine	  
Dalgarno	  sequences	  are	  also	  marked.	  
	  
	  
	  
We	  could	  not	   find	   in	   silico	   any	  promoter	   region	   for	  kstD2.	   This	   could	  be	  due	   to	   the	   fact	  
that	  promoter	  prediction	  programs	  are	  not	   specific	   for	  Gram-­‐positive	   species.	  However,	  
the	   intergenic	   region	   between	   kshA	   and	   kstD2	   contains	   some	   quasi-­‐palindromic	  
sequences	  and	  also	  shows	  a	  Shine-­‐Dalgarno-­‐like	  motif	  AGGAGC	  (Fig.	  5).	  	  
BPROM	  found	  two	  putative	  promoters	  for	  the	  kstD3	  ORF.	  One	  of	  them,	  P4	  (see	  Fig.	  3),	  lies	  
in	   the	   intergenic	   region	   between	   hsaE	   and	   kstD3,	   both	   of	   them	   indicating	   putative	  
???????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????? ???????????????
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opposite	   clusters.	   The	   fact	   that	   these	   promoter	   and	   regulator	   sequences	   are	   lying	  
between	   opposite	   clusters,	   that	   also	   happens	   in	   the	  R.	   ruber	   kstD1	   region,	   is	   similar	   to	  
what	  it	  was	  found	  in	  Mycobacterium	  and	  R.	  jostii	  RHA1	  (Kendall	  et	  al.,	  2007;	  Kendall	  et	  al.,	  
2010).	   This	  organization	  may	   suppose	  a	  general	  way	  of	   regulating	  genes	   involved	   in	   the	  
steroid	   metabolism.	   The	   other	   promoter,	   P5,	   does	   not	   contain	   any	   KstR	   or	   KstR2	  
regulatory	  sequence.	  It	  is	  possible	  that	  this	  promoter	  P5	  is	  constitutive	  while	  P4	  could	  be	  
inducible	  in	  a	  similar	  way	  to	  R.	  ruber	  kstD1	  ORF.	  On	  the	  other	  hand,	  kstD3	  seems	  to	  be	  a	  
leader-­‐less	  ORF	  (Fig.	  5).	  	  
The	  search	  for	  promoters	  in	  the	  kstD4	  region	  supports	  the	  expression	  of	  this	  ORF	  as	  part	  
of	  a	  cluster,	  as	  only	  3	  promoters	  could	  be	  found	  (see	  Fig.	  3):	  P6	  for	  the	  MFS	  transporter	  
and	  P7	  or	  P8	  for	  the	  cluster	  aroE-­‐hyp.	  Promoter	  P8	  contains	  a	  putative	  binding	  region	  for	  
IHF.	  No	  binding	  sequence	  for	  KstR	  or	  KstR2,	  described	  before	  (Kendall	  et	  al.,	  2007;	  Kendall	  
et	  al.,	  2010),	  was	  found	  in	  this	  region.	  	  
Lastly,	  there	  is	  one	  promoter	  P9	  in	  the	  kstD5	  surroundings	  for	  the	  putative	  cluster	  carveol	  
DH-­‐hyp-­‐kstD5	   that	   contains	   putative	   binding	   regions	   to	   ArgR	   (a	   DNA-­‐binding	  
transcriptional	  dual	  regulator,	  L-­‐arginine-­‐binding)	  and	  to	  RpoD19.	  	  
To	  sum	  up,	  there	  are	  some	  differences	  in	  the	  regulation	  of	  the	  kstDs	  found	  in	  the	  genome	  
of	  R.	  ruber.	  On	  the	  one	  hand,	  kstD1	  and	  kstD3	  could	  be	  under	  KstR	  control.	  On	  the	  other	  
hand,	  kstD4	  and	  kstD5	  are	  not,	  and	  could	  be	  regulated	  by	  other	  mechanisms.	  KstD5	  seems	  
to	   belong	   to	   a	   highly	   recombinant	   region	   (e.g.	   plasmid	   or	   genomic	   island)	   and	   it	   also	  
seems	   to	   be	   specific	   of	   this	   strain.	   KstD4	   belongs	   to	   a	   conserved	   cluster	   of	   unknown	  
function	   in	   rhodococci	   and	   it	   could	   be	   promising	   in	   a	   future	   to	   resolve	   its	   role	   and	  
characteristics.	  Further	  studies	  must	  be	  done	  to	  characterize	  the	  kstD2	  promoter.	  
	  
Transcriptional	  analysis	  of	  kstD	  genes	  in	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  
The	   expression	   of	   the	   5	   kstD	   genes	  was	   analysed	   by	  means	   of	   RT-­‐PCR	   of	   RNA	   samples	  
prepared	   from	   R.	   ruber	   cultures	   grown	   in	   M457	   mineral	   medium	   or	   LB	   medium	  
supplemented	   with	   AD	   or	   cholesterol	   (as	   possible	   inductors).	   During	   RNA	   extraction,	  
samples	  coming	  from	  LB	  plus	  cholesterol	  cultures	  yielded	  very	  low	  concentrations.	  Several	  
attempts	   to	   improve	   the	   extraction	   efficiency	   were	   unsuccessful	   and,	   for	   this	   reason,	  
these	   samples	   were	   not	   included	   in	   the	   study.	   Control	   cultures	   were	   grown	   in	   M457	  
supplemented	  with	  sodium	  acetate	  (NaAc,	  2	  g/l)	  or	  LB	  in	  the	  absence	  of	  any	  steroid.	  Using	  
the	  specific	  primer	  pairs	  (Table	  2)	  designed	  to	  search	  for	  transcripts	  of	  the	  different	  ORFs,	  
we	  found	  that	  all	  the	  kstD	  genes	  seem	  to	  be	  transcribed	  in	  all	  the	  conditions	  used	  in	  our	  
assays	  (Fig.	  6).	  	  
A	  basal	  constitutive	  behaviour	  was	  previously	  found	  in	  the	  steroid	  1-­‐dehydrogenase	  of	  R.	  
erythropolis	  IMET	  7030,	  which	  was	  localized	  by	  immunogold	  labelling	  in	  both	  induced	  with	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17α-­‐methyl-­‐testosterone	  and	  non-­‐induced	  cells.	  The	   labelling	   intensity	  was	  much	  higher	  
in	  induced	  cells	  than	  in	  non-­‐induced	  ones,	  indicating	  increased	  enzyme	  production	  in	  the	  
case	  of	  induction	  (Wagner	  et	  al.,	  1992).	  
	  
	  
	  
	  
Figure	   6.	   Agarose	   (0.8%)	   gel	   electrophoresis	   sections:	   transcription	   studies	   by	   specific	   RT-­‐PCR	  
amplification	   of	   the	   5	   kstDs	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4.	   RNA	   samples	   were	   isolated	   from	   cultures	  
grown	   in	   minimal	   medium	   M457	   supplemented	   with	   sodium	   acetate	   (NaAc),	   AD	   or	   cholesterol	  
(CHO);	  or	  LB	  medium	  supplemented	  (or	  not)	  with	  AD.	  25	  ng	  of	  cDNA	  were	  used	  in	  all	  reactions	  (see	  
Material	  and	  methods).	  Primers	  used	  in	  each	  reaction	  and	  PCR	  fragment	  size	  are	  showed	  between	  
parentheses.	  RT	  –	  refers	  to	  negative	  controls	  (not	  incubated	  with	  SuperScript	  III	  retrotranscriptase)	  
to	  exclude	  DNA	  contamination	  in	  RNA	  samples.	  
	  
	  
	  
Although	   RT-­‐PCR	   results	   are	   qualitative	   and	   not	   quantitative,	   taking	   into	   account	   that	  
cDNA	   templates	   were	   adjusted	   to	   the	   same	   concentration,	   we	   found	   significant	  
differences	  in	  the	  thickness	  of	  some	  amplification	  bands	  (Fig.	  6).	  Specific	  amplification	  of	  
kstD1	   was	   higher	   in	   AD	   induced	   cultures,	   while	   amplification	   of	   kstD3	   was	   higher	   in	  
cultures	   induced	  with	  cholesterol	  as	  compared	  to	  the	  other	  conditions	  assayed.	  To	  date,	  
there	   is	   no	   data	   in	   the	   literature	   about	   AD	   induction	   of	   kstDs,	   but	   kstD	   induction	   by	  
cholesterol	  has	  also	  been	  reported	  in	  other	  microorganisms	  in	  microarrays	  studies:	  a	  3.3	  
expression	  ratio	   (cholesterol/pyruvate)	  was	  obtained	  for	  kstD	   in	  R.	   jostii	  RHA1	  (ro04532)	  
(van	   der	   Geize	   et	   al.,	   2007;	  Mathieu	   et	   al.,	   2010),	   and	   the	  main	   kstD	   in	  M.	   smegmatis	  
(MSMEG_5941)	   was	   13-­‐fold	   up-­‐regulated	   in	   cholesterol	   respect	   to	   glycerol	   (Uhía	   et	   al.,	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2012).	   Both	   of	   these	   genes	   are	   classified	   in	   the	   KstD3	   group,	   established	   by	   Knol	   et	   al.	  
(Knol	  et	  al.,	  2008).	  However,	  R.	  jostii	  RHA1	  contains	  several	  other	  putative	  kstDs	  and	  3	  of	  
them	  were	  up-­‐regulated	  in	  7-­‐ketocholesterol	  but	  not	  in	  cholesterol	  (ro02483,	  ro05798	  and	  
ro05813)	  (Mathieu	  et	  al.,	  2010).	  This	  points	  that	  KstDs	  may	  be	  acting	  in	  different	  cases	  and	  
each	  one	  might	  have	  specific	  roles.	  
On	   the	   other	   hand,	   the	   amplification	   of	   kstD2	   of	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   yielded	   thick	  
amplification	  bands	   in	  all	   cases	   (Fig.	  6).	  Taking	   into	  account	   this	  consideration,	  we	  could	  
propose	  a	  high	   constitutive	  expression	  of	  kstD2	   of	  R.	   ruber	   strain	  Chol-­‐4.	  Mathieu	  et	  al.	  
described	   the	   presence	   of	   two	   putative	   kstDs	   in	   R.	   jostii	   RHA1	   genome	   (ro90203	   and	  
ro09040),	  which	  lie	  in	  the	  KstD2-­‐branch	  of	  the	  KstDs	  phylogenetic	  tree	  (Knol	  et	  al.,	  2008),	  
that	  were	  not	  up-­‐regulated	  in	  cholesterol,	  nor	  in	  7-­‐ketocholesterol	  either,	  when	  compared	  
to	  pyruvate	  (Mathieu	  et	  al.,	  2010).	  
A	  deeper	  discussion	  of	  the	  results	  of	   this	  Chapter	  together	  with	  the	  obtained	   in	  Chapter	  
5A	  could	  be	  found	  in	  Chapter	  6.	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Supplementary	   Table	   1.	   Putative	   proteins	   codified	   by	   the	   genes	   in	   the	   kstD4	   surroundings	   of	   R.	  
ruber	  strain	  Chol-­‐4	  (contig	  346).	  Best	  hit	  in	  the	  NCBI	  database	  and	  proteins	  codified	  by	  orthologous	  
genes	   in	  R.	   jostii	   RHA1,	  R.	  opacus	   B4	  and	  R.	   erythropolis	   PR4	  genomes	  are	   represented.	  %	  Amino	  
acid	  identity	  (Id)	  and	  %	  positive	  matches	  (Pos)	  are	  registered.	  
	  
	  
	   Max	  identity	   R.	  jostii	  RHA1	   R.	  opacus	  B4	   R.	  erythropolis	  PR4	  
PobA	  
394	  aa	  
R.	  equi	  103S	  
CBH49359	  
4-­‐hydroxybenzoate	  3-­‐
monooxygenase	  PobA	  
(395aa)	  
Id	  =	  323/394	  (82%)	  
Pos	  =	  343/394	  (87%)	  
RHA1_ro02539	  
4-­‐hydroxybenzoate	  3-­‐
monooxygenase	  (392aa)	  
Id	  =	  305/389	  (78%)	  
Pos	  =	  336/389	  (86%)	  
ROP_22630	  
PobA	  
4-­‐hydroxybenzoate	  
3-­‐monooxygenase	  
(392aa)	  
Id	  =	  305/389	  (78%)	  
Pos	  =	  334/389	  (86%)	  
RER_55840	  
PobA	  
4-­‐hydroxybenzoate	  3-­‐
monooxygenase	  
(395aa)	  
Id	  =	  314/395	  (79%)	  
Pos	  =	  342/395	  (87%)	  
Ox	  
230	  aa	  
R.	  opacus	  B4	  
ROP_15410	  	  
Oxidoreductase	  (230aa)	  
Id	  =	  205/230	  (89%)	  
Pos	  =	  218/230	  (95%)	  
RHA1_ro01856	  
Short	  chain	  
dehydrogenase	  (230aa)	  
Id	  =	  202/230	  (88%)	  
Pos	  =	  214/230	  (93%)	  
ROP_15410	  	  
Oxidoreductase	  
(230aa)	  
Id	  =	  205/230	  (89%)	  
Pos	  =	  218/230	  (95%)	  
RER_46900	  	  
Oxidoreductase	  
(230aa)	  
Id	  =	  188/230	  (82%)	  
Pos	  =	  208/230	  (90%)	  
LysR	  
297	  aa	  
R.	  opacus	  B4	  
ROP_15400	  
LysR	  family	  
transcriptional	  regulator	  
(297aa)	  
Id	  =	  256/297	  (86%)	  
Pos	  =	  278/297	  (94%)	  
RHA1_ro01855	  
LysR	  family	  
transcriptional	  regulator	  
(297aa)	  
Id	  =	  251/297	  (85%)	  
Pos	  =	  275/297	  (93%) 
ROP_15400	  
LysR	  family	  
transcriptional	  
regulator	  (297aa)	  
Id	  =	  256/297	  (86%)	  
Pos	  =	  278/297	  (94%)	  
RER_46910	  
LysR	  family	  
transcriptional	  
regulator	  (305aa)	  
Id	  =	  227/297	  (76%)	  
Pos	  =	  265/297	  (89%) 
MFS	  
454	  aa	  
R.	  opacus	  B4	  
ROP_15390	  
MFS	  transporter	  (454aa)	  
Id	  =	  387/453	  (85%)	  
Pos	  =	  421/453	  (93%)	  
RHA1_ro01854	  
Major	  Facilitator	  
Transporter	  (454aa)	  
Id	  =	  382/453	  (84%)	  
Pos	  =	  418/453	  (92%)	  
ROP_15390	  
MFS	  transporter	  
(454aa)	  
Id	  =	  387/453	  (85%)	  
Pos	  =	  421/453	  (93%)	  
RER_46920	  
MFS	  transporter	  
(458aa)	  
Id	  =	  361/451	  (80%)	  
Pos	  =	  411/451	  (91%) 
AroE	  
299	  aa	  
R.	  jostii	  RHA1	  
RHA1_ro01853	  
AroE3	  	  shikimate	  5-­‐
dehydrogenase	  (300aa)	  
Id	  =	  222/295	  (75%)	  
Pos	  =	  248/295	  (84%) 
RHA1_ro01853	  
AroE3	  
shikimate	  5-­‐
dehydrogenase	  (300aa)	  
Id	  =	  222/295	  (75%)	  
Pos	  =	  248/295	  (84%) 
ROP_15380	  
AroE	  
shikimate	  5-­‐
dehydrogenase	  
(300aa)	  
Id	  =	  216/295	  (73%)	  
Pos	  =	  244/295	  (83%) 
RER_46930	  
shikimate	  5-­‐
dehydrogenase	  
(298aa)	  
Id	  =	  217/293	  (74%)	  
Pos	  =	  239/293	  (82%) 
Flavin	  
Ox	  
650	  aa	  
R.	  jostii	  RHA1	  
RHA1_ro01852	  Flavin	  
oxidoreductase	  (649aa)	  
Id	  =	  542/634	  (85%)	  
Pos	  =	  583/634	  (92%)	  
RHA1_ro01852	  
Flavin	  oxidoreductase	  
(649aa)	  
Id	  =	  542/634	  (85%)	  
Pos	  =	  583/634	  (92%)	  
ROP_15370	  
NADH-­‐dependent	  
oxidoreductase	  
(650aa)	  
Id	  =	  537/645	  (83%)	  
Pos	  =	  582/645	  (90%) 
RER_46940	  
Oxidoreductase	  
(666aa)	  
Id	  =	  507/633	  (80%)	  
Pos	  =	  560/633	  (88%) 
Red	  
278	  aa	  
R.	  erythropolis	  PR4	  
RER_46950	  
Aldo-­‐keto	  reductase	  
(274aa)	  
Id	  =	  223/278	  (80%)	  
Pos	  =	  245/278	  (88%)	  
RHA1_ro01851	  
2,5-­‐didehydrogluconate	  
reductase	  (265aa)	  
Id	  =	  222/262	  (85%)	  
Pos	  =	  237/262	  (90%) 
ROP_15360	  
Aldo-­‐keto	  reductase	  
(265aa)	  
Id	  =	  222/261	  (85%)	  
Pos	  =	  235/261	  (90%) 
RER_46950	  
Aldo-­‐keto	  reductase	  
(274aa)	  
Id	  =	  223/278	  (80%)	  
Pos	  =	  245/278	  (88%)	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DH/Ox	  
364	  aa	  
R.	  opacus	  B4	  
ROP_15350	  	  
Oxidoreductase	  
(363aa)	  
Id	  =	  307/355	  (86%)	  
Pos	  =	  329/355	  (93%)	  
RHA1_ro01850	  	  
Dehydrogenase	  (365aa)	  
Id	  =	  301/355	  (85%)	  
Pos	  =	  324/355	  (91%) 
ROP_15350	  	  
Oxidoreductase	  
(363aa)	  
Id	  =	  307/355	  (86%)	  
Pos	  =	  329/355	  (93%)	  
RER_46960	  	  
Oxidoreductase	  
(364aa)	  
Id	  =	  291/364	  (80%)	  
Pos	  =	  322/364	  (88%) 
KstD4	  
576	  aa	  
R.	  opacus	  B4	  
ROP_15340	  	  
Hypothetical	  protein	  
(572aa)	  
Id	  =	  497/569	  (87%)	  
Pos	  =	  535/569	  (94%)	  
RHA1_ro01849	  	  
Hypothetical	  protein	  
(574aa)	  
Id	  =	  493/566	  (87%)	  
Pos	  =	  527/566	  (93%)	  
ROP_15340	  	  
Hypothetical	  
protein	  (572aa)	  
Id	  =	  497/569	  (87%)	  
Pos	  =	  535/569	  (94%)	  
RER_46970	  	  
Hypothetical	  protein	  
(575aa)	  
Id	  =	  472/570	  (83%)	  
Pos	  =	  513/570	  (90%) 
Hyp	  
276	  aa	  
R.	  jostii	  RHA1	  
RHA1_ro01848	  	  Sugar	  
phosphate	  isomerase/	  
epimerase	  (275aa)	  
Id	  =	  228/272	  (84%)	  
Pos	  =	  244/272	  (90%)	  
RHA1_ro01848	  
Sugar	  phosphate	  
isomerase/	  epimerase	  
(275aa)	  
Id	  =	  228/272	  (84%)	  
Pos	  =	  244/272	  (90%)	  
ROP_15330	  	  
Hypothetical	  
protein	  (273aa)	  
Id	  =	  225/272	  (83%),	  
Pos	  =	  242/272	  (89%)	  
	  
RER_46980	  	  
Hypothetical	  protein	  
Id	  =	  219/266	  (82%)	  
Pos	  =	  238/266	  (89%)	  
	  
FadE	  
286	  aa	  
R.	  jostii	  RHA1	  
RHA1_ro10332	  
Long	  chain	  acyl-­‐CoA	  
dehydrogenase	  
(386aa)	  
Id	  =	  344/386	  (89%)	  
Pos	  =	  368/386	  (95%)	  
RHA1_ro10332	  
Long	  chain	  acyl-­‐CoA	  
dehydrogenase	  (386aa)	  
Id	  =	  344/386	  (89%)	  
Pos	  =	  368/386	  (95%)	  
ROP_20090	  
FadE	  
acyl-­‐CoA	  
dehydrogenase	  
(385aa)	  
Id	  =	  326/385	  (85%)	  
Pos	  =	  355/385	  (92%) 
RER_51920	  
FadE	  
acyl-­‐CoA	  
dehydrogenase	  
(385aa)	  
Id	  =	  323/385	  (84%)	  
Pos	  =	  353/385	  (92%) 
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Supplementary	   Table	   2.	   Putative	   proteins	   codified	   by	   the	   genes	   in	   the	   kstD5	   surroundings	   of	   R.	  
ruber	  strain	  Chol-­‐4	  (contig	  26).	  Best	  hit	   in	  the	  NCBI	  database	  and	  proteins	  codified	  by	  orthologous	  
genes	   in	  R.	   jostii	   RHA1,	  R.	  opacus	   B4	  and	  R.	   erythropolis	   PR4	  genomes	  are	   represented.	  %	  Amino	  
acid	  identity	  (Id)	  and	  	  %	  positive	  matches	  (Pos)	  are	  registered.	  
	  
	   Max	  identity	   R.	  jostii	  RHA1	   R.	  opacus	  B4	   R.	  erythropolis	  PR4	  
Ald-­‐DH	  
493	  aa	  
Citricoccus	  sp.	  CH26A	  
ZP_09825111	  
Hypothetical	  protein	  
CCH26_07402	  
(495aa)	  
Id	  =	  227/475	  (48%)	  
Pos	  =	  306/475	  (64%)	  
RHA1_ro01771	  	  
Aldehyde	  
dehydrogenase	  
(474aa)	  
Id=	  192/480	  (40%)	  
Pos	  =	  273/480	  (57%)	  
ROP_71390	  Aldehyde	  
dehydrogenase	  
(492aa)	  
Id	  =	  215/492	  (44%)	  
Pos	  =	  294/492	  (60%)	  
ND	  
AMP	  
ligase	  
556	  aa	  
Rhodopseudomonas	  
palustrisHaA2	  
ABD09388	  
AMP-­‐dependent	  
synthetase	  and	  ligase	  
(528aa)	  
Id	  =	  259/516	  (50%	  
Pos	  =	  326/516	  (63%)	  
ND	   ND	   ND	  
Hyp	  
358	  aa	  
Citricoccus	  sp.	  CH26A	  
ZP_09825106.1	  
Hypothetical	  protein	  
CCH26_07377	  (352aa)	  
Id	  =	  145/328	  (44%)	  
Pos	  =	  216/328	  (66%)	  
ND	   ND	   ND	  
CypX	  
413	  aa	  
Thermobifida	  fusca	  YX	  
Q47QF7	  (Tfu_1274)	  
Hypothetical	  protein	  
CypX	  
(461aa)	  
Id	  =	  237/400	  (59%)	  
Pos	  =	  304/400	  (76%)	  
ND	   ND	   ND	  
Carveol	  
DH	  
314	  aa	  
Frankia	  alni	  ACN14a	  
FRAAL2525	  
Short-­‐chain	  
dehydrogenase	  (297aa)	  
Id	  =	  161/283	  (57%)	  
Pos	  =	  212/283	  (75%)	  
RHA1_ro08633	  	  
LimC2	  
carveol	  
dehydrogenase	  
(280aa)	  
Id	  =	  147/270	  (54%)	  
Pos	  =	  190/270	  (70%) 
ROP_46670	  
LimC	  
carveol	  
dehydrogenase	  
(277aa)	  
Id	  =	  146/273	  (53%)	  
Pos	  =	  195/273	  (71%)	  
RER_04360	  
Carveol	  
dehydrogenase	  
(283aa)	  
Id	  =	  154/271	  (57%)	  
Pos	  =	  198/271	  (73%) 
Hyp	  
175	  aa	  
Thermobifida	  fusca	  YX	  
Q47QD5(Tfu_1296)	  
Hypothetical	  protein	  
(165aa)	  
Id	  =	  64/143	  (45%)	  
Pos	  =	  79/143	  (55%)	  
ND	   ND	   ND	  
KstD5	  
558	  aa	  
Citricoccus	  sp.	  CH26A	  
ZP_09825122.1	  
Hypothetical	  protein	  
CCH26_07457	  (555	  aa)	  
Id	  =	  384/547	  (70%)	  
Pos	  =	  432/547	  (79%)	  
ND	  
ROP_70950	  
Oxidoreductase	  
(552aa)	  
Id	  =	  286/546	  (52%)	  
Pos	  =	  353/546	  (65%)	  
	  
ND	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Carveol	  
DH	  
277	  aa	  
R.	  erythropolis	  PR4	  
BAH31144	  (RER_04360)	  
Putative	  carveol	  
dehydrogenase	  
(283	  aa)	  
Id	  =	  154/275	  (56%)	  
Pos	  =	  201/275	  (73%)	  
RHA1_ro03814	  
Carveol	  
dehydrogenase	  
(282aa)	  
Id	  =	  155/275	  (56%)	  
Pos	  =	  202/275	  (73%)	  
ROP_46670	  
LimC	  
carveol	  
dehydrogenase	  
(277aa)	  
Id	  =	  152/277	  (55%)	  
Pos	  =	  198/277	  (71%)	  
RER_04360	  
Putative	  carveol	  
dehydrogenase	  
(283	  aa)	  
Id	  =	  154/275	  (56%)	  
Pos	  =	  201/275	  (73%)	  
CypX	  
443	  aa	  
Thermobifida	  fusca	  YX	  
Q47QF7	  (Tfu_1274)	  
Hypothetical	  protein	  
(461aa)	  
Id	  =	  264/412	  (64%)	  
Pos	  =	  325/412	  (79%)	  
ND	   ND	   ND	  
CypX	  
414	  aa	  
Streptomyces	  cattleya	  
NRRL	  8057	  
F8JTL1	  
CypX	  
cytochrome	  P450	  
(400aa)	  
Id	  =	  230/409	  (56%)	  
Pos	  =	  292/409	  (71%)	  
ND	   ND	   ND	  
(ND,	  not	  determined)	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Supplementary	  Figure	  1.	  Structure	  of	  the	  steroids	  used	  in	  this	  work	  
	  
	  
	  
 
(1)	  preferred	  substrates	  for	  KstD1	  
(2)	  preferred	  substrates	  for	  KstD2	  
(3)	  preferred	  substrates	  for	  KstD3	  
(ns)	  non-­‐substrate	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Supplementary	  Figure	  2.	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  KstD4	  and	  KstD5	  protein	  sequences.	  
KstD4	  (contig	  346)	  
MNPATVSESLTYDVVVVGSGAGGLSAAVAAAHGGASVLVVEKADVCGGATAWSGGWMWTPRNLFAHADGVHEDRAQ
PRRYLEHRLGDEFDAAKVDAFLDGAPEMVEFFERHTALQFVPGAAIADIHGDTPGAGTGHRSVAPKPVSLRRLGSD
VAALLRRQLYETSFLGMGIMAGPDLQAFLHSTRSGRAFVHCARRVSTHMLDLATERRGQQLVNGTALVGRLLRSAL
DAGVDIRVATAATALVTDPSGRVTGVRIDGPGGARTVSARRGVVLATGGFTHDIDRRRELFPRTPSGREHWTLTPP
TTTGDGISLGESVGGRLDRSLASPVAYCPVSLVRYRNGRQGVFPHILDRGKPGVIGVLADGRRFVNEALGYHDYTL
AMIEQVPDGEEVCSWLIADQQYLRYFPLGMAKPFPIPTWPYLRSGYLSKGRTIRDLAEKIGVDPDGLEKTVTAFNE
SARVGEDPEFGRGTTPFNVKSGDADNPWPNPSLAPLERGPFYAVKVVPGSFGTFAGLVTDSSSRVLNGDDRPIDGL
FAVGVDQSSVMGGHYPSGGINLGPAMTFGYLTGRRLASTTGATR 
	  
KstD5	  (contig	  26)	  
MQHNEEAAEYDVVVLGSGAAGLCAALSAARSGARVGVFEKGELLGGTTCLSSAVAWLPNNRYAREAGIADSREGAL
AYLESLSHGMILPELAEAFVDTVPELLEWLDTTPLKMRLVAGYPDYHPERPGGMPHGGRSLEPELFSFIDLGRWED
KLVGVPRRMTVTETPIGGGTGHLPADVQEQRERDHVEGLGRGMVAALLQGCLDEGVAVHTGERGVRLIQDESGRVT
GVRFEGRGGPHDVLAEHGVVLATGGFEWDERLRRDFLRGPLAHPATVPTSTGDGLRMAMRVGAQLGNMREAWWAPV
AVLPGQRANGAQAVQLVHRERTAPHSIMVNRHGRRFTNEATNYNALGGAFHHLDAHDFDYPNQPCWLIFDADHVEK
YGAFGAAPGTEAPEWVVRADTLADLARQIEVPAAALESTVAHWNEDVRRGHDSEYHRGESVYDGFVGDKNKYPGVE
STLGPVARAPFHAVQIHSSTLGTKGGPRTDADGAVLDVDDRVIPGLFAAGNVMAAPTGMVYGGAGGTLGPALVFGY
RAGRAAARAAGSPSEPGGVLREPTTV 
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DISCUSIÓN	  INTEGRADORA	  Y	  APORTACIONES	  FUNDAMENTALES	  DE	  ESTA	  TESIS	  
El	  desarrollo	  experimental	  del	  presente	  trabajo	  comenzó	  con	  la	  búsqueda	  de	  estirpes	  del	  
género	   Rhodococcus	   capaces	   de	   crecer	   utilizando	   el	   colesterol	   como	   única	   fuente	   de	  
carbono	   y	   energía	   (Fernández	   de	   las	  Heras,	   2007).	   Para	   ello	   se	   realizó	   una	   selección	   de	  
bacterias	  de	  este	  género	  disponibles	  en	  la	  colección	  del	   laboratorio	  con	  dicha	  capacidad,	  
entre	  las	  que	  se	  encontraban	  R.	  erythropolis	  (CECT3008),	  Rhodococcus	  sp.	  (CECT3014),	  R.	  
equi	  (CECT4443),	  R.	  rhodochrous	  (CECT5044)	  y	  R.	  jostii	  RHA1	  (cedida	  por	  el	  Dr.	  Bill	  Mohn,	  
Vancouver).	  De	  entre	   todas	  ellas,	   se	  seleccionó	  Rhodococcus	   sp.	  CECT3014	   (de	  ahora	  en	  
adelante	   CECT3014)	   para	   la	   clonación	   y	   secuenciación	   de	   genes	   relacionados	   con	   la	  
degradación	   del	   colesterol,	   ya	   que	   se	   trata	   de	   una	   estirpe	   de	   rápido	   crecimiento,	  
mantenimiento	   fácil	   y	   muestra	   una	   gran	   versatilidad	   metabólica	   utilizando	   diferentes	  
sustratos	  esteroideos	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2011).	  
Por	  otro	   	   lado,	   a	  partir	   de	  una	  muestra	  de	   lodo	  de	  una	  planta	  de	   tratamiento	  de	  aguas	  
residuales,	   se	  procedió	  al	   aislamiento	  de	   varias	   cepas	  microbianas	   capaces	  de	   crecer	  en	  
colesterol	   como	   única	   fuente	   de	   carbono	   y	   energía.	   Entre	   ellas	   se	   encontraban	   las	  
denominadas	  temporalmente	  Chol-­‐3	  y	  Chol-­‐4,	  las	  cuales	  fueron	  sometidas	  a	  los	  oportunos	  
análisis	   que	   condujeron	   a	   su	   identificación,	   realizados	   en	   parte	   por	   la	   DSMZ	   (Colección	  
Alemana	  de	  Microorganismos	  y	  Cultivos	  Celulares).	  De	  este	  modo,	  se	  determinó	  que	  Chol-­‐
3	   correspondía	   con	   una	   nueva	   especie	   del	   género	   Gordonia	   (G.	   cholesterolivorans)	  
(Drzyzga	  et	  al.,	  2009),	  y	  Chol-­‐4	  se	  trataba	  de	  una	  nueva	  estirpe	  de	  la	  especie	  Rhodococcus	  
ruber	  (Fernández	  de	  las	  Heras	  et	  al.,	  2009).	  Dado	  que	  hasta	  la	  fecha	  no	  se	  dispone	  de	  los	  
datos	  de	  secuencia	  de	  G.	  cholesterolivorans	  ni	  de	  ninguna	  estirpe	  de	  R.	  ruber	  (pero	  sí	  los	  
de	   otras	   especies	   de	   sus	   mismos	   géneros	   con	   los	   que	   determinar	   homologías	   de	  
secuencia),	  se	  procedió	  a	  la	  pirosecuenciación	  del	  genoma	  de	  estas	  dos	  especies	  utilizando	  
el	  sistema	  Roche	  454	  GS-­‐FLX	  (LifeSequencing,	  Valencia).	  Actualmente,	   los	  genomas	  de	  R.	  
ruber	   strain	   Chol-­‐4	   y	   G.	   cholesterolivorans	   continúan	   en	   proceso	   de	   ensamblaje	   y	  
anotación,	   si	   bien	   se	   ha	   reducido	   considerablemente	   el	   número	   de	   contigs.	   El	   presente	  
trabajo	   se	  ha	   centrado	   casi	   en	   su	   totalidad	  en	   los	  datos	  de	   secuencia	  obtenidos	  para	  R.	  
ruber,	  en	  el	  que	  actualmente	  se	  dispone	  de	  171	  contigs	  que	  cubren	  un	  total	  de	  5,4	  Mb,	  
con	  un	  contenido	  en	  GC	  del	  70,65%,	  y	  se	  han	  localizado	  genes	  putativamente	  implicados	  
en	   la	   ruta	   de	   degradación	   del	   colesterol	   en	   una	   región	   comprendida	   por	   varios	   contigs	  
(contigs	  20,	  21	  y	  58)	  (ver	  Anexo).	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En	   la	  Fig.	  1	  se	  presenta	  un	  esquema	  simplificado	  de	   la	  ruta	  propuesta	  de	   la	  degradación	  
del	  colesterol	  en	  diferentes	  especies	  microbianas,	  basado	  en	   las	  revisiones	  y	   trabajos	  de	  
los	  últimos	  años	  (García	  et	  al.,	  2012;	  Horinouchi	  et	  al.,	  2012;	  Knol	  et	  al.,	  2008;	  Ouellet	  et	  
al.,	  2011;	  Uhía	  et	  al.,	  2012;	  van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2007).	  En	  esta	  figura	  se	  esquematizan	  los	  
dos	  sucesos	  fundamentales:	  la	  degradación	  de	  la	  cadena	  lateral	  y	  la	  ruptura	  de	  los	  anillos	  
del	  núcleo	  esteroideo	  (para	  una	  descripción	  de	  ambos	  procesos	  consultar	  el	  Capítulo	  1).	  
	  
Con	  el	  fin	  de	  focalizar	  nuestros	  estudios	  en	  puntos	  estratégicos	  de	  la	  ruta	  de	  degradación	  
del	  colesterol,	  se	  seleccionaron	  como	  objeto	  de	  estudio	  del	  presente	  trabajo	  la	  actividad	  
colesterol	   oxidasa	   (ChoOx)	   de	   la	   etapa	   inicial,	   encargada	   de	   la	   transformación	   del	  
colesterol	  en	  4-­‐colesten-­‐3-­‐ona;	  y	  la	  actividad	  3-­‐cetoesteroide-­‐Δ1-­‐deshidrogenasa	  (KstD)	  de	  
la	  ruta	  media,	  encargada	  de	  la	  transformación	  del	  AD	  en	  ADD,	  y	  del	  9OHAD	  en	  9OHADD.	  
En	   la	  Fig.	  2	   se	  presenta	  un	   resumen	  esquemático	  de	   las	  aportaciones	   fundamentales	  de	  
esta	  tesis.	  
Pese	  a	  tratarse	  de	  actividades	  enzimáticas	  que	  catalizan	  reacciones	  muy	  diferentes,	  se	  han	  
detectado	  ciertas	  analogías	  entre	  ambas	  etapas,	  en	  el	  caso	  de	  Rhodococcus.	  
En	   primer	   lugar,	   es	   importante	   señalar	   la	  multiplicidad	   de	   genes	   codificantes	   de	   dichas	  
actividades.	  En	  este	  trabajo	  hemos	  localizado	  dos	  choOxs	  (choG	  y	  choE)	  en	  CECT3014	  y	  al	  
menos	   3	   en	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   (choG	   y	   otras	   dos	   choOxs	   putativas).	   En	   otras	  
Rhodococcus	  también	  encontramos	  esta	  multiplicidad,	  como	  es	  el	  caso	  de	  R.	  equi	  103S	  en	  
el	  que	  se	  encuentran	  5	  genes	  putativos	  de	  colesterol	  oxidasas	   (REQ_06750,	  REQ_04820,	  
REQ_043910,	   REQ_34910	   y	   REQ_26800)	   y	   3	   en	   R.	   jostii	   RHA1	   (ro06201,	   ro04305	   y	  
ro03863).	   Del	   mismo	   modo,	   en	   este	   trabajo	   se	   han	   caracterizado	   3	   kstDs	   y	   se	   han	  
localizado	  otras	  dos	  probables	  kstDs	   adicionales	  en	  el	  genoma	  de	  R.	   ruber	   strain	  Chol-­‐4.	  
También	   se	  ha	  descrito	   la	  presencia	  de	  3	  genes	  kstD	   en	  R.	  erythropolis	   SQ1	   (Knol	  et	  al.,	  
2008)	  y	  al	  menos	  6	  en	  R.	  jostii	  RHA1	  (Mathieu	  et	  al.,	  2010).	  Esta	  redundancia	  génica	  no	  es	  
exclusiva	  para	  estas	  enzimas,	  sino	  que	  se	  ha	  descrito	  también	  en	  otros	  genes	   implicados	  
en	   la	   degradación	   de	   esteroides,	   como	   es	   el	   caso	   de	   los	   genes	   kshAB	   (R.	   rhodochrous	  
DSM43269	   (Petrusma	   et	   al.,	   2012)),	   el	   cluster	   hsaEGF,	   los	   genes	   hsd4AB	   y	   los	   genes	  
hsaABCD	   (R.	   jostii	   RHA1	   (Mathieu	   et	   al.,	   2010)),	   por	   ejemplo.	   La	   presencia	   de	  múltiples	  
isoformas	  de	  un	  mismo	  gen	  es	   consistente	   con	   gran	   versatilidad	  metabólica	   descrita	   en	  
estas	  especies	  (van	  der	  Geize	  &	  Dijkhuizen,	  2004;	  Yam	  &	  Okamoto,	  2011).	  Sin	  embargo,	  la	  
mayor	  parte	  de	  estos	  genes	  se	  han	  anotado	  en	  función	  de	  su	  identidad	  de	  secuencia	  y	  no	  
en	  estudios	  funcionales,	  que	  junto	  con	  el	  número	  de	  secuencias	  crecientes	  en	  las	  bases	  de	  
datos	   (y	   los	   posibles	   errores	   cometidos	   en	   este	   tipo	   de	   anotaciones)	   dificulta	   la	  
identificación	  de	  las	  enzimas	  con	  implicación	  real	  en	  la	  ruta	  de	  degradación	  del	  colesterol.	  
De	  ahí	  la	  importancia	  de	  estudiar	  cada	  una	  de	  estas	  enzimas	  para	  poder	  atribuirles	  (o	  no)	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una	   función	  determinada,	   como	  se	  ha	   realizado	  con	   las	  ChoOxs	  y	  KstDs	  en	  este	   trabajo.	  
Además,	   esta	   función	   puede	   depender	   de	   la	   cepa	   estudiada,	   como	   ocurre	   con	   KstD1	   y	  
KstD2,	  como	  se	  comentará	  más	  adelante.	  	  
	  
Otra	   analogía	   entre	   ChoOxs	   y	   KstDs	   es	   que	   ambas	   son	   flavoproteínas	   que	   presentan	  
dominios	  conservados	  de	  unión	  a	  FAD	  y	  unión	  a	  sustrato.	  En	  el	  presente	  trabajo,	  se	  han	  
localizado	  en	  ChoG	  y	  ChoE	  de	  CECT3014	  y	  ChoG	  de	  R.	  ruber	  los	  residuos	  de	  unión	  a	  FAD	  y	  
al	   sustrato	  descritos	  por	   cristalografía,	   según	  el	   tipo	  de	   colesterol	  oxidasa	   (Coulombe	   et	  
al.,	  2001;	  Vrielink	  et	  al.,	  1991;	  Yue	  et	  al.,	  1999).	  Por	  otra	  parte,	  se	  han	  obtenido	  secuencias	  
consenso	  de	  las	  regiones	  N-­‐	  y	  C-­‐terminal	  de	  las	  proteínas	  KstDs	  de	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4,	  
las	  cuales	  presentan	  los	  residuos	  conservados	  en	  otras	  KstDs	  descritas	  (Fig.	  6	  del	  Capítulo	  
5A	  y	  Fig.	  4	  del	  Capítulo	  5B).	  	  
	  
Por	  último,	  otra	  de	  las	  similitudes	  detectadas	  entre	  ChoOxs	  y	  KstDs	  es	  que	  mediante	  RT-­‐
PCR	  todas	   las	  enzimas	  utilizadas	  en	  este	  trabajo	  (ChoG	  y	  ChoE	  de	  CECT3014,	  ChoG	  de	  R.	  
ruber	   y	   las	  5	  KstDs	  de	  R.	   ruber)	   se	  expresan	  en	   todas	   las	   condiciones	  ensayadas,	   si	  bien	  
hemos	   encontrado	   también	   evidencias	   de	   la	   inducción	   de	   la	   expresión	   en	   presencia	   de	  
esteroides.	  Así	  por	  ejemplo,	   se	  ha	  detectado	   la	  presencia	  de	  un	   tránscrito	  policistrónico	  
(kstD-­‐hsd4B-­‐choG)	  en	  presencia	  de	  colesterol	  en	  CECT3014	  (Capítulo	  4A),	  mientras	  que	  en	  
R.	  ruber	  kstD1	  parece	  tener	  una	  expresión	  mayor	  en	  los	  cultivos	  inducidos	  con	  AD	  y	  kstD3	  
en	  los	  inducidos	  con	  colesterol	  (Capítulo	  5B).	  Es	  posible,	  por	  tanto,	  que	  pueda	  existir	  una	  
expresión	  basal	  de	  estas	  enzimas	  que	  se	  vería	  aumentada	  en	  presencia	  del	  inductor.	  Por	  el	  
contrario,	  kstD2	  parece	  tener	  una	  expresión	  constitutiva	  alta	  en	  todos	  los	  casos.	  
Por	   otra	   parte,	   nuestros	   resultados	   prueban	  que	  ChoG	  es	   la	   principal	   responsable	   de	   la	  
actividad	  colesterol	  oxidasa	  detectada	  en	  CECT3014,	  y	  que	  dicha	  actividad	  es	  inducible	  en	  
presencia	  de	  colesterol	  y	  colestenona.	  Generalmente,	  se	  da	  por	  hecho	  que	  las	  colesterol	  
oxidasas	  son	  inducibles	  por	  colesterol,	  colestenona	  o	  fitoesteroles	  (Pollegioni	  et	  al.,	  2009);	  
sin	  embargo,	  la	  mayoría	  de	  estudios	  de	  inducción	  relacionados	  con	  las	  colesterol	  oxidasas	  
se	   refieren	   a	   ensayos	   de	   actividad	   enzimática	   (para	   una	   revisión	   ver	   (Kreit	   &	   Sampson,	  
2009))	   y	   no	   a	   la	   búsqueda	   de	   tránscritos.	   Los	   únicos	   datos	   previos	   relacionados	   con	   la	  
transcripción	  se	  obtuvieron	  por	  RT-­‐PCR	  en	  choOx-­‐2	  de	  G.	  cholesterolivorans,	  que	  también	  
se	  expresa	  en	  todas	  las	  condiciones	  ensayadas	  (Drzyzga	  et	  al.,	  2011);	  y	  mediante	  estudios	  
de	  microarrays	  en	  R.	   jostii	   RHA1,	  donde	  ninguna	  de	   sus	   colesterol	  oxidasas	  putativas	   se	  
veían	   inducidas	  por	  colesterol	   (van	  der	  Geize	   et	  al.,	  2007).	  No	  obstante,	  estas	  colesterol	  
oxidasas	  putativas	  serían	  de	  naturaleza	  intracelular	  (ya	  que	  carecen	  de	  péptido	  señal	  en	  su	  
secuencia)	  y	  podrían	  tener	  funcionalidad	  diferente	  a	  la	  de	  ChoG.	  De	  igual	  manera,	  no	  se	  ha	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detectado	   una	   inducción	   por	   colesterol	   en	   el	   caso	   de	  MSMEG_1604 de	  Mycobacterium	  
smegmatis	  (homólogo	  de	  choD	  de	  M.	  tuberculosis),	  cuya	  funcionalidad	  se	  desconoce	  pero	  
no	  parece	  relacionada	  con	  el	  metabolismo	  del	  colesterol (Uhía	  et	  al.,	  2011b).	  
En	  cuanto	  a	   la	   inducción	  de	   las	  kstDs	  con	  AD,	  no	  existen	  datos	  previos	  en	   la	  bibliografía,	  
aunque	   mediante	   estudios	   de	   microarrays	   sí	   se	   han	   descrito	   kstDs	   inducidas	   por	  
colesterol,	  como	  es	  el	  caso	  de	  la	  principal	  kstD	  de	  M.	  smegmatis	  (MSMEG_5941)(Uhía	  et	  
al.,	   2012)	   y	   una	   kstD	   de	   R.	   jostii	   RHA1	   (ro_04532)(van	   der	   Geize	   et	   al.,	   2007),	   ambas	  
incluidas	  en	  el	  grupo	  de	  kstD3	  establecido	  por	  Knol	  et	  al.	  (Knol	  et	  al.,	  2008).	  	  
	  
Para	  el	  análisis	  de	  la	  funcionalidad	  de	  las	  ChoOxs	  y	  KstDs	  de	  este	  trabajo,	  se	  realizaron	  por	  
un	   lado	  ensayos	  de	  actividad	  enzimática	  y	  mutagénesis	  dirigida	  de	  estas	  actividades	  por	  
otro	  lado.	  	  
	  
En	  primer	  lugar,	  se	  llevó	  a	  cabo	  la	  construcción	  de	  un	  mutante	  de	  CECT3014	  que	  presenta	  
el	  gen	  choG	   interrumpido	  por	  un	  cassette	  de	  resistencia	  a	  apramicina.	  Dicho	  mutante,	  el	  
cual	  muestra	  unos	  niveles	  de	  actividad	  colesterol	  oxidasa	  drásticamente	  disminuidos,	  no	  
ve	   afectada	   su	   capacidad	   de	   crecimiento	   en	   colesterol	   (Capítulo	   4A).	   Esto	   puede	   ser	  
debido	  a	  que	  alguna	  otra	  actividad	  enzimática	  pueda	  estar	  actuando	  en	  este	  paso.	  En	  este	  
punto,	   es	   importante	   señalar	   que	   en	   este	   mutante	   en	   choG	   de	   CECT3014	   el	   gen	   choE	  
permanece	   intacto	   y	   también	   presenta	   un	   péptido	   señal;	   sin	   embargo,	   la	   clonación	   y	  
expresión	  de	  ChoE	  prueba	  que	  esta	  proteína	  carece	  de	  actividad	  colesterol	  oxidasa	  y	  por	  
tanto	   es	   posible	   que	   tenga	   otra	   funcionalidad	   en	   la	   célula.	   Quien	   sí	   demostró	   tener	  
actividad	   colesterol	   oxidasa,	   a	   partir	   de	   su	   clonación	   y	   expresión,	   fue	   ChoG	   de	  R.	   ruber	  
(Capítulo	  4B).	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En	   este	   trabajo	   hemos	   caracterizado	   bioquímicamente	   3	   KstDs	   en	   R.	   ruber,	   las	   cuales	  
presentan	   un	   rango	   de	   sustratos	   similar	   a	   KstD1,	   KstD2	   y	   KstD3	   de	  R.	   erythropolis	   SQ1	  
(Knol	   et	   al.,	   2008):	   KstD1	   y	   KstD2	   muestran	   preferencia	   por	   los	   4-­‐en-­‐3-­‐cetoesteroides	  
(como	  AD,	  9OHAD,	  progesterona,	  4BNC)	  mientras	  que	  KstD3	  muestra	  preferencia	  por	  los	  
esteroides	   con	   el	   anillo	   A	   saturado	   (5α-­‐AD,	   5α-­‐T).	   Por	   lo	   tanto,	   KstD1	   y	   KstD2	   estarían	  
involucrados	  en	   la	   conversión	  del	  AD	  en	  ADD	   (o	  del	   9OHAD	  en	  9OHADD),	  mientras	  que	  
KstD3	  parece	  actuar	  en	  una	  ramificación	  de	  la	  ruta	  independiente	  a	  la	  formación	  de	  AD,	  la	  
cual	  conectaría	  con	  el	  ADD	  (Knol	  et	  al.,	  2008)	  (Fig.	  1).	  En	  esta	  ruta	  propuesta	  por	  Knol	  et	  
al.,	  estarían	   interviniendo	  los	  genes	  hsd4AB,	  kstD3	  y	  kst4D,	  entre	  otros.	  Sin	  embargo,	  no	  
hemos	  podido	  encontrar	  un	  gen	  similar	  a	  kst4D	  en	  el	  genoma	  de	  R.	  ruber,	  y	  por	  tanto	  es	  
posible	  que	  se	  utilice	  otra	  actividad	  alternativa.	  	  	  
Por	  otra	  parte,	   la	   importancia	   relativa	  de	   las	  KstDs	  en	  R.	   ruber	   parece	   ser	  diferente	   con	  
respecto	  a	  R.	  erythropolis	  SQ1.	  De	  hecho,	  en	  R.	  erythropolis	  SQ1	  tanto	  kstD1	  como	  kstD2	  
deben	  ser	  interrumpidos	  para	  que	  esta	  estirpe	  pierda	  su	  capacidad	  de	  crecimiento	  en	  AD	  
como	   única	   fuente	   de	   carbono,	   de	   modo	   que	   la	   ausencia	   de	   una	   de	   ellas	   puede	   ser	  
suplantada	  por	   la	  presencia	  de	   la	  otra	   (van	  der	  Geize	   et	  al.,	   2002a).	   Sin	  embargo,	  basta	  
con	  deleccionar	  kstD2	  en	  R.	  ruber	  para	  lograr	  este	  mismo	  efecto,	  mientras	  que	  la	  deleción	  
de	   kstD1	   no	   impide	   el	   crecimiento	   en	   AD	   ni	   en	   colesterol.	   Además,	   en	   cultivos	   en	  
presencia	  de	  AD,	  hemos	  observado	  por	  HPLC	  una	  acumulación	  prolongada	  de	  9OHAD	  en	  
los	   mutantes	   con	   kstD2	   delecionada.	   Es	   decir,	   en	   estos	   mutantes	   para	   kstD2,	   no	   hay	  
ninguna	   actividad	   KstD	   capaz	   de	   convertir	   el	   AD	   en	   ADD	   ni	   de	   metabolizar	   el	   9OHAD.	  
Teniendo	   en	   cuenta	   que	   KstD1	   es	   una	   enzima	   que	   presenta	   los	   dominios	   y	   residuos	  
conservados	   presentes	   en	   el	   resto	   de	   proteínas	   del	   grupo	   KstD1	   (Capítulo	   5A),	   ha	   sido	  
eficazmente	   hiperexpresada	   y	   su	   actividad	   en	   AD	   y	   9OHAD	   demostrada	   (Capítulo	   5B),	  
entonces,	  ¿porqué	  KstD1	  no	  toma	  el	  relevo	  a	  la	  KstD2	  cuando	  ésta	  está	  ausente?	  Más	  aún,	  
por	   RT-­‐PCR	   hemos	   detectado	   una	   expresión	   basal	   de	   la	   kstD1	   en	   todas	   la	   condiciones	  
ensayadas,	  aunque	  estos	  niveles	  basales	  podrían	  no	  ser	  suficientes	  para	  la	  conversión	  de	  
AD.	  Es	  posible	  que	  sea	  necesaria	  la	  presencia	  de	  KstD2	  para	  que	  pueda	  actuar	  la	  actividad	  
KstD1	  durante	  el	  crecimiento	  en	  medio	  mínimo	  con	  AD	  en	  R.	  ruber.	  En	  este	  sentido,	  KstD2,	  
a	  modo	  de	  sensor,	  podría	  estar	  involucrada	  en	  la	  inducción	  de	  KstD1	  en	  presencia	  de	  AD	  
en	  R.	  ruber,	  ya	  que	  en	  los	  experimentos	  de	  RT-­‐PCR	  se	  observa	  cualitativamente	  una	  mayor	  
expresión	  de	  kstD1	  en	  estas	  condiciones	  (Capítulo	  5B).	  A	  pesar	  de	  que	  hasta	  la	  fecha	  no	  se	  
ha	   descrito	   la	   funcionalidad	   de	   ninguna	   KstD	   como	   posible	   sensor	   de	   la	   presencia	   de	  
esteroide,	   existe	   un	   ejemplo	   de	   enzima	   dentro	   del	   metabolismo	   de	   los	   esteroides	   que	  
actua	   como	   sensor	   para	   la	   inducción	   de	   otros	   genes,	   como	   es	   el	   caso	   de	   la	   colesterol	  
oxidasa	  PimE	  (Aparicio	  &	  Martin,	  2008),	  comentado	  anteriormente	  en	  otros	  capítulos.	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Por	   otra	   parte,	   la	   deleción	   de	   ambos	  kstD2	   y	  kstD3	   impide	   el	   crecimiento	   en	   colesterol	  
como	  única	  fuente	  de	  carbono	  y	  energía	  en	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4.	  Esto	  puede	  ser	  debido	  
a:	   i)	   la	  acumulación	  de	  algún	   intermediario	  que	  resulte	  tóxico	  para	   las	  células;	   ii)	   las	  dos	  
ramificaciones	  de	  la	  ruta	  propuestas	  (que	  desde	  el	  colesterol	  llevan	  a	  AD	  o	  ADD)	  estarían	  
interrumpidas	  (Fig.	  2B).	  Ya	  se	  ha	  descrito	  previamente	  que	  la	  acumulación	  de	  algunos	  de	  
los	  intermediarios	  de	  la	  ruta	  del	  colesterol	  pueden	  provocar	  muerte	  celular	  o	  disminución	  
significativa	   del	   crecimiento	   debido	   a	   su	   toxicidad,	   como	   es	   el	   caso	   de	   los	   derivados	  
catecólicos	  o	  el	  ADD	  (van	  der	  Geize	  et	  al.,	  2002a;	  Yam	  et	  al.,	  2009).	  En	  el	  caso	  del	  doble	  
mutante	   kstD2,3	   de	   R.	   ruber	   strain	   Chol-­‐4,	   su	   crecimiento	   en	   medio	   rico	   (LB)	  
suplementado	  con	  colesterol	  no	  tuvo	  repercusiones	  negativas,	  por	  lo	  que	  se	  descartaría	  la	  
hipótesis	  de	  la	  acumulación	  de	  intermediarios	  tóxicos.	  Por	  tanto,	  consideramos	  como	  más	  
probable	   la	  hipótesis	  de	  que	   la	   interrupción	  de	  ambas	  vías	   (en	   la	  que	  participan	  KstD2	  y	  
KstD3,	   respectivamente)	   conduciría	  a	   la	  acumulación	  de	  un	   intermediario	  que	  no	  puede	  
ser	   degradado	   y,	   por	   tanto,	   no	   existirían	   otras	   rutas	   alternativas	   posibles	   para	   la	  
degradación	  del	  colesterol	  en	  R.	  ruber.	  
	  
En	  resumen,	  hemos	  encontrado	  similitudes	  entre	  estos	  dos	  pasos	  de	   la	   ruta	   (catalizados	  
por	   ChoOx	   y	   KstDs),	   como	   son	   la	   multiplicidad	   de	   enzimas,	   que	   necesitan	   unirse	   a	   un	  
cofactor	   y	   una	   posible	   expresión	   basal	   constitutiva	   de	   estas	   enzimas	   que	   puede	   ser	  
además	  inducida	  por	  la	  presencia	  de	  esteroides.	  Sin	  embargo,	  tanto	  la	  funcionalidad	  como	  
probablemente	  la	  regulación	  de	  las	  posibles	  múltiples	  enzimas	  para	  estas	  etapas,	  parecen	  
ser	   dependientes	   de	   la	   cepa	   de	   estudio	   en	   cuestión.	   De	   este	   modo,	   estos	   genes	   han	  
podido	  divergir	  de	  manera	  que	  puedan	  cubrir	  las	  diferentes	  necesidades	  y/o	  capacidades	  
metabólicas	  de	  cada	  estirpe.	  
	  
.	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CONCLUSIONES	  
El	  trabajo	  presentado	  en	  esta	  Tesis	  Doctoral	  ha	  dado	  lugar	  a	  las	  siguientes	  conclusiones:	  
1.	   A	   partir	   de	   una	  muestra	   de	   lodo	   de	   una	   planta	   de	   tratamiento	   de	   aguas	   residuales,	  
mediante	   el	   enriquecimiento	   en	   medio	   mínimo	   con	   colesterol	   como	   única	   fuente	   de	  
carbono	  y	  energía,	  se	  ha	  llevado	  a	  cabo	  el	  aislamiento	  de	  una	  estirpe	  llamada	  Chol-­‐4.	  Los	  
estudios	   filogenéticos	  del	   16S	   rRNA,	   los	   resultados	  de	  hibridación	  DNA-­‐DNA	   con	   las	   dos	  
cepas	  filogenéticamente	  más	  cercanas,	  así	  como	  los	  resultados	  morfológicos,	  fisiológicos	  y	  
bioquímicos,	  prueban	  que	  se	  trata	  de	  una	  nueva	  cepa	  de	  la	  especie	  Rhodococcus	  ruber.	  
2.	  Tanto	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  como	  Rhodococcus	  sp.	  CECT3014	  son	  capaces	  de	  crecer	  en	  
una	  gran	  variedad	  de	  compuestos	  esteroideos	  como	  única	   fuente	  de	  carbono	  y	  energía,	  
como	   el	   colesterol,	   colestenona,	   AD,	   ADD,	   testosterona,	   progesterona,	   pregnenolona	   y	  
androsterona.	  Por	   tanto,	  estas	  cepas	  pueden	  ser	  buenos	  modelos	  para	  el	  estudio	  de	   los	  
genes	  de	  la	  degradación	  de	  esteroides	  y	  para	  posibles	  aplicaciones	  industriales	  futuras.	  
3.	   ChoG	   de	   CECT3014	   es	   la	   principal	   actividad	   colesterol	   oxidasa,	   siendo	   esta	   actividad	  
inducible	  al	  menos	  en	  presencia	  de	  colesterol	  y	  colestenona.	  Esta	  actividad	  se	  distribuye	  
entre	   la	   membrana	   celular	   y	   el	   sobrenadante,	   dado	   su	   carácter	   extracelular.	   La	  
mutagénesis	   de	   choG	   no	   impide	   el	   crecimiento	   de	   esta	   estirpe	   en	   colesterol,	   aunque	  
conlleva	  una	  pérdida	  de	  la	  actividad	  colesterol	  oxidasa.	  
4.	   ChoE	   de	   CECT3014	   presenta	   una	   gran	   identidad	   con	   otras	   colesterol	   oxidasas,	   sin	  
embargo,	  no	  parece	  actuar	  como	  tal	  y	  su	  función	  sigue	  siendo	  desconocida.	  	  
5.	  Los	  datos	  preliminares	  obtenidos	  por	  pirosecuenciación	  del	  genoma	  de	  R.	  ruber	  strain	  
Chol-­‐4	  han	  permitido	  la	  localización	  de	  muchos	  de	  los	  genes	  posiblemente	  involucrados	  en	  
la	  degradación	  del	  colesterol	  y	  otros	  esteroides,	  entre	  ellos	  un	  posible	  gen	  choG	  y	  varias	  
kstDs.	  
6.	  La	  clonación	  y	  expresión	  confirman	  que	  el	  gen	  choG	  de	  R.	  ruber	  codifica	  una	  colesterol	  
oxidasa	  funcional.	  Por	  tanto,	  ambas	  proteínas	  ChoG,	  de	  R.	  ruber	  y	  de	  CECT3014,	  estarían	  
involucradas	  en	  la	  conversión	  del	  colesterol	  en	  colestenona.	  	  
7.	  Mediante	   estudios	   de	   RT-­‐PCR	   se	   ha	   comprobado	   que	   choG	   y	   choE	   de	   CECT3014,	   así	  
como	  choG	  de	  R.	  ruber,	  se	  expresan	  en	  todas	  las	  condiciones	  ensayadas.	  Por	  otra	  parte,	  en	  
el	  caso	  de	  choG	  de	  CECT3014,	  existe	  además	  inducción	  del	  policistrón	  kstD-­‐hsd4B-­‐choG	  en	  
presencia	  de	  colesterol	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8.	   Se	  han	  clonado	  y	  caracterizado	  bioquímicamente	   tres	  KstDs	  de	  R.	   ruber	   strain	  Chol-­‐4.	  
KstD1	   y	   KstD2	   muestran	   preferencia	   por	   3-­‐cetoesteroides	   con	   un	   doble	   enlace	   C4-­‐C5,	  
mientras	   que	   KstD3	   sólo	   utiliza	   esteroides	   con	   el	   anillo	   A	   saturado.	   Además,	   se	   han	  
localizado	  in	  silico	  otros	  dos	  genes	  que	  podrían	  codificar	  proteínas	  con	  actividad	  KstD.	  
9.	   La	   funcionalidad	   de	   los	   3	   genes	   kstDs	   se	   ha	   analizado	   mediante	   la	   construcción	   de	  
mutantes	   simples,	   dobles	   y	   triple.	   Todos	   aquellos	  mutantes	   con	   kstD2	   delecionado	   son	  
incapaces	  de	  crecer	  en	  AD	  como	  única	  fuente	  de	  carbono	  y	  energía,	  mientras	  que	  ambos	  
genes	   kstD2	   y	   kstD3	   deben	   ser	  mutados	   para	   impedir	   el	   crecimiento	   en	   colesterol.	   Sin	  
embargo,	  kstD1	  no	  es	  esencial	  para	  el	  crecimiento	  en	  AD	  o	  en	  colesterol.	  	  	  
10.	  Se	  ha	  detectado	  por	  HPLC	  la	  acumulación	  de	  9OHAD	  en	  los	  mutantes	  para	  kstD2	  de	  R.	  
ruber	  strain	  Chol-­‐4,	  por	  lo	  que	  no	  hay	  otra	  actividad	  KstD	  que	  tome	  su	  relevo.	  El	  resto	  de	  
mutantes	   muestran	   los	   mismos	   perfiles	   de	   HPLC	   que	   la	   estirpe	   WT,	   observándose	   la	  
producción	  y	  posterior	  degradación	  de	  ADD	  a	  partir	  del	  AD	  durante	  las	  primeras	  horas	  de	  
incubación.	  
11.	  Mediante	   estudios	   de	   RT-­‐PCR,	   se	   ha	   demostrado	   que	   las	   5	   kstDs	   de	  R.	   ruber	   strain	  
Chol-­‐4	   se	   expresan	   en	   todas	   las	   condiciones	   ensayadas.	   Mientras	   que	   la	   expresión	   de	  
kstD2	  parece	  constitutiva,	  la	  de	  kstD3	  aumentaría	  su	  expresión	  en	  presencia	  de	  colesterol	  
y	  kstD1	  en	  presencia	  de	  AD.	  El	  análisis	   in	  silico	  de	   las	  probables	  regiones	  promotoras	  de	  
kstD1	   y	  kstD3	   ha	  permitido	  además	   localizar	   secuencias	  putativas	  de	  unión	  al	   regulador	  
transcripcional	  KstR,	  implicado	  en	  el	  metabolismo	  de	  esteroides.	  	  
12.	  Tomando	  en	  consideración	  los	  datos	  de	  actividad	  y	  de	  RT-­‐PCR,	  así	  como	  los	  datos	  de	  
crecimiento	  y	  HPLC	  de	  los	  mutantes	  en	  kstDs,	  podemos	  concluir	  que	  para	  R.	  ruber	  strain	  
Chol-­‐4:	  i)	  KstD1	  y	  KstD2	  serían	  responsables	  de	  la	  conversión	  del	  AD	  en	  ADD	  y	  del	  9OHAD	  
en	  9OHADD;	  ii)	  el	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  kstD1	  en	  presencia	  de	  AD	  podría	  depender	  
de	   la	  presencia	  de	  KstD2,	  ya	  que	  en	   los	  mutantes	  en	  kstD2	  no	  se	  detecta	  conversión	  del	  
AD	  en	  ADD	  ni	  del	  9OHAD	  en	  9OHADD;	   iii)	  KstD3	  estaría	   involucrada	  en	   la	  conversión	  del	  
colesterol	  en	  ADD	  por	  una	  ruta	  alternativa	  a	  la	  de	  KstD1	  y	  KstD2.	  La	  interrupción	  de	  estas	  
dos	  rutas	  de	  conversión	  del	  colesterol	  a	  ADD	  (vía	  KstD3	  o	  vía	  KstD1-­‐KstD2)	  provoca	  que	  R.	  
ruber	  no	  pueda	  crecer	  en	  colesterol.	  	  
180
	   	   	   Capítulo	  7	  
 
CONCLUSIONS	  
The	  following	  conclusions	  can	  be	  inferred	  from	  this	  Doctoral	  Thesis:	  
1.	  A	  new	  strain	  called	  Chol-­‐4	  has	  been	  isolated	  from	  a	  wastewater	  sample	  by	  enriching	  a	  
mixed	  culture	  in	  minimal	  medium	  with	  cholesterol	  as	  the	  only	  carbon	  and	  energy	  source.	  
In	   this	   study,	   using	   a	   polyphasic	   taxonomic	   approach,	  we	   describe	   a	   novel	   strain	   of	   the	  
species	  Rhodococcus	  ruber.	  
2.	  Both	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  and	  Rhodococcus	  sp.	  CECT3014	  exhibit	  an	  exemplary	  steroid	  
degradation	  capability	  of	  cholesterol,	  cholestenone,	  AD,	  ADD,	  testosterone,	  progesterone,	  
pregnenolone	  and	  androsterone	  as	  sole	  carbon	  sources.	  The	  data	  presented	  in	  this	  study	  
show	  the	  richness	  of	  metabolic	  activities	  of	  these	  species	  and	  widen	  our	  view	  about	  their	  
possible	  industrial	  and	  environmental	  applications.	  
3.	  choG	   is	   the	  gene	  responsible	  for	  the	  extracellular	  cholesterol	  oxidase	  activity	  of	  strain	  
CECT3014,	  inducible	  by	  cholesterol	  or	  cholestenone.	  This	  activity	  distributes	  between	  the	  
cellular	  membrane	  and	  the	  culture	  supernatant.	  The	  disruption	  of	  choG	  does	  not	  alter	  the	  
ability	   of	   CECT3014	   cells	   to	   grow	   on	   cholesterol,	   but	   it	   abolishes	   the	   production	   of	  
extracellular	  cholesterol	  oxidase.	  	  
4.	  ChoE	  of	  CECT3014	  keeps	  a	  close	  identity	  with	  other	  cholesterol	  oxidases	  but	  it	  does	  not	  
seem	  to	  be	  active	  and	  its	  role	  remains	  unknown.	  	  
5.	  The	  preliminary	  data	  of	  the	  pyrosequencing	  of	  the	  R.	  ruber	  strain	  Chol-­‐4	  genomic	  DNA,	  
has	  allowed	  us	  the	  localization	  of	  many	  genes	  involved	  in	  the	  steroids	  degradation,	  among	  
them	  a	  putative	  choG	  and	  many	  kstDs.	  
6.	   Cloning	   and	   expression	  of	   choG	   from	  R.	   ruber	   proves	   that	   this	   gene	   codes	   for	   a	   fully	  
active	   cholesterol	   oxidase.	   Therefore,	   both	   proteins	   ChoG	   from	   R.	   ruber	   and	   CECT3014	  
could	  be	  involved	  in	  the	  conversion	  of	  cholesterol	  to	  cholestenone.	  	  
7.	   RT-­‐PCR	   transcript	   analysis	   showed	   that	   choG	   and	   choE	   of	   CECT3014	   and	   choG	   of	   R.	  
ruber	   are	   expressed	   in	   all	   conditions	   tested.	   However,	   a	   dual	   scheme	   of	   choG	   from	  
CECT3014	   expression	   is	   observed:	   a	   low	   constitutive	   independent	   transcription,	   plus	   a	  
cholesterol	  induced	  transcription	  of	  choG	  into	  a	  polycistronic	  kstD-­‐hsd4B-­‐choG	  mRNA.	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8.	  Rhodococcus	   ruber	   strain	   Chol-­‐4	   contains	   at	   least	   3	   different	  kstDs	   (kstD1,	  kstD2	   and	  
kstD3)	  that	  have	  been	  cloned	  and	  heterologously	  expressed	  in	  order	  to	  characterize	  them	  
biochemically.	  KstD1	  and	  KstD2	  have	  a	  preference	  for	  3-­‐ketosteroids	  with	  a	  C4-­‐C5	  double	  
bond	  while	   KstD3	   showed	   a	   preference	   for	   saturated	   steroid	   substrates.	  Moreover,	   the	  
genome	   of	   R.	   ruber	   contains	   two	   other	   genes	   that	   could	   code	   for	   proteins	   with	   KstD	  
activity.	  	  
9.	   The	   roles	  of	   the	   three	  kstD	   genes	   in	  R.	   ruber	  have	  been	  studied	  by	   simple,	  double	  or	  
triple	  deletions.	  All	   the	  mutants	   lacking	  kstD2	   could	  not	   grow	  on	  AD	  as	   the	  only	   energy	  
and	  carbon	  source,	  while	  it	  was	  necessary	  the	  double	  kstD2-­‐kstD3	  mutation	  to	  abolish	  the	  
growth	  on	  cholesterol.	  kstD1	  seems	  to	  be	  not	  essential	  for	  growing	  on	  AD	  or	  cholesterol	  in	  
R.	  ruber.	  
10.	   All	  R.	   ruber	  mutants	   lacking	  kstD2	   accumulate	  9OHAD,	  pointing	  out	   that	   there	   is	   no	  
other	   activity	   able	   to	   act	   on	   this	   compound.	   The	   rest	   of	  mutants	   show	   the	   same	   HPLC	  
profile	  than	  the	  R.	  ruber	  WT:	  AD	  is	  converted	  into	  ADD	  during	  the	  first	  incubation	  hours.	  
11.	   The	   RT-­‐PCR	   studies	   showed	   that	   all	   kstDs	   of	   this	   study	   are	   expressed	   in	   all	   the	  
conditions	  tested.	  The	  kstD2	  expression	  seems	  to	  be	  constitutive	  while	  kstD3	  expression	  
would	   be	   induced	  when	   growing	   on	   cholesterol	   and	   kstD1	   when	   growing	   on	   AD.	   An	   in	  
silico	   promoter	   analysis	   showed	   putative	   promoters	   for	   kstD1	   and	   kstD3	   genes	   that	  
contain	  the	  transcriptional	  steroid	  regulator	  KstR-­‐like	  binding	  motif.	  	  
12.	  Taken	   into	  consideration	  the	  activity	  data	  of	   the	   three	  KstDs	  of	  R.	   ruber,	   the	  RT-­‐PCR	  
analysis,	   the	  growth	  and	   the	  HPLC	   studies	  performed	  with	   the	  R.	   ruber	  WT	  and	   its	  kstD	  
mutants,	   we	   can	   conclude	   for	   this	   strain	   that:	   i)	   KstD1	   and	   KstD2	   are	   involved	   in	   the	  
conversion	  of	  AD	  to	  ADD	  and	  9OHAD	  to	  9OHADD;	  ii)	  the	  kstD1	   induction	  in	  the	  presence	  
of	   AD	   could	   depend	   on	   the	   KstD2	   presence	   in	   the	   cell,	   because	   in	   the	  mutants	   lacking	  
kstD2	  these	  conversions	  are	  not	  detected;	  iii)	  KstD3	  would	  be	  involved	  in	  a	  pathway	  that	  
convert	   cholesterol	   to	   ADD	   different	   to	   the	   one	   followed	   by	   KstD1-­‐KstD2.	   When	   both	  
pathways	  (via	  KstD3	  or	  via	  KstD1-­‐KstD2)	  are	  interrupted,	  R.	  ruber	  lost	  its	  ability	  to	  grow	  on	  
cholesterol.	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